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RESUMO 
 
 
A infecção pelo Vírus da Hepatite C (VHC) atinge 200 milhões de pessoas em todo 
mundo. A maioria dos infectados VHC adquire uma infecção persistente no fígado que 
origina uma hepatite crónica. A Hepatite Crónica C pode levar a uma cirrose hepática, e 
consequentemente, conduzir à falha hepática ou ao hepatocarcinoma humano (HCC). Não 
existe vacina e a terapêutica disponível para o tratamento desta infecção apresenta um 
grau de ineficácia que justifica a urgência na obtenção de novos fármacos. Recentemente, 
ensaios num sistema in vitro permitiram estabelecer a associação entre a eficiência da 
replicação do RNA genómico do VHC-1b e a expressão do microRNA miR-122, o miR 
mais abundante do tecido hepático e cuja expressão elevada é específica do fígado. Esta 
observação trouxe uma nova perspectiva à pesquisa de estratégias no tratamento da 
Hepatite Crónica C. 
O presente trabalho descreve o estudo desenvolvido para averiguação de uma possível 
correlação entre a expressão genética do miR-122 no tecido hepático de doentes Hepatite 
Crónica C, e a virémia serológica do VHC-1b, entre outros parâmetros clínicos da 
doença. O nível de expressão do miR-122 foi comparado com o do miR-22, o segundo 
miR mais abundante no tecido hepático mas, cujo nível de expressão ubíquo no 
organismo não o caracteriza como sendo específico do fígado. A quantificação dos 
microRNAs foi realizada através de uma reacção de retrotranscrição seguida de 
polimerização em cadeia quantitativa (RT-qPCR) detectada em tempo real. O protocolo 
experimental foi concebido de novo, tendo sido necessário proceder à sua optimização, 
destacando-se os estudos de especificidade, sensibilidade, precisão, exactidão e robustez 
do RT-qPCR. A metodologia estabelecida foi aqui documentada de modo a ser aplicada 
em trabalhos futuros.  
Neste estudo, e contrariamente ao esperado, não foi observada correlação entre a 
expressão do miR-122 hepático e a virémia do VHC-1b (ρ=0,021; p=0,93). Contudo, 
verificou-se uma correlação positiva entre a expressão do miR-22 e a actividade necro-
inflamatória no fígado (hepatite interface, ρ=0,624; p<0,01). Este resultado indicia um 
potencial papel do miR-22 na histopatologia da Hepatite Crónica C, tendo sido discutido 
um modelo explicativo da associação encontrada. 
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ABSTRACT 
 
 
The prevalence of Hepatitis C Virus (HCV) infection is around 200 million people 
worldwide. HCV targets the hepatic tissue and after infection the vast majority of the 
patients develop a chronic HCV infection and consequently a chronic hepatitis condition. 
With time, the chronic hepatitis C progress to liver cirrhosis, that can originate further 
disease complications like liver failure or hepatocellular carcinoma. There is no vaccine 
to this pathology and the current anti-HCV treatment presents an important issue of 
inefficiency in the eradication of the HCV infection, which stresses the need for the 
discovery of novel anti-viral molecular targets and therapeutic approaches. In recent 
years, studies in vitro have been demonstrating an association between the HCV-1b RNA 
replication and the liver-most common microRNA, the miR-122. 
This document presents the work developed to ascertain whether the hepatic expression 
level of miR-122 is associated with HCV-1b RNA viral load in chronic hepatitis C 
patients. The miR-122 was quantified in the hepatic tissue of patients and compared with 
a second ubiquitous miR, the miR-22. A correlation test was further applied in order to 
study the association between the miR-122 expression and the HCV-1b viral load, among 
other clinical features of the. The miR quantification was achieved by the real time RT-
qPCR (Reverse Transcription & quantitative Polymerase Chain Reaction) methodology. 
The experimental protocol was performed de novo and accomplished with assay’s 
optimization analyses. The established methodology is reported herein for further 
application in future studies. 
In this study, no correlation between the hepatic expression of miR-122 and the HCV-1b 
RNA serum viral load (ρ=0.021; p-value=0.93) was observed. However there was a 
positive correlation between the expression of miR-22 and the interface hepatitis 
(ρ=0.624; p <0.01). The potential role of the miR-22 in structural liver alterations induced 
by HCV infection induced by HCV infection is discussed. 
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I - INTRODUÇÃO GERAL 
 
 
1. HEPATITE CRÓNICA C 
 
A hepatite crónica C é uma doença que incide sobretudo no tecido hepático com origem 
numa infecção viral crónica causada pelo Vírus da Hepatite C (VHC). 
O VHC apresenta tropismo preferencial pelos hepatócitos humanos, todavia o seu 
genoma também tem sido detectado nos linfócitos B e T do sangue periférico (Lerat et 
al., 1996; Sklan et al., 2009), nas células endoteliais sinusoidais hepáticas (LSEC), e nas 
células de Kupffer-Browicz (macrófagos do fígado) (Post et al., 2009). 
Após a infecção pelo VHC, o indivíduo infectado desenvolve uma hepatite aguda que 
após 6 meses é resolvida em cerca de ¼ dos indivíduos com a simultânea eliminação do 
vírus. Contudo, os restantes ¾ dos infectados apresentam uma resposta do sistema 
imunitário inadequada, não conseguem eliminar com sucesso o VHC passando a 
portadores de uma hepatite crónica. Estima-se que após 20 anos de infecção crónica pelo 
VHC, cerca de ¼ dos doentes desenvolva cirrose hepática, a qual pode evoluir para 
carcinoma hepatocelular ou para a falência hepática, ambas as situações graves e 
potencialmente letais para o doente (Caldwell & Park, 2009; Fattovich et al., 1997; 
Lavanchy, 2009). Actualmente é estimado que a infecção pelo VHC tenha uma 
prevalência de 2,2% a 3,0% na população humana correspondendo a cerca de 170 a 200 
milhões de indivíduos no mundo (Lavanchy, 2009). Embora não haja estatísticas oficiais 
sobre a prevalência desta infecção em Portugal, os dados mais recentes de 2006 
apontavam para uma prevalência de 1,0% a 1,5% da população, ou seja, cerca de 100 a 
150 mil indivíduos infectados. 
 
A hepatite crónica C tem sido descrita como uma consequência da resposta imunitária 
desenvolvida à infecção crónica do VHC no tecido hepático. O VHC não é um vírus 
citolítico (Icard et al., 2009; Ye, 2007), mas permanece em discussão as suas potenciais 
capacidades citopáticas (Joyce & Tyrrell, 2010). As características fundamentais da 
patologia são a inflamação crónica do tecido hepático, com duração superior a 6 meses e 
acompanhada de lesão tecidular com o aparecimento de fibrose. O processo necro-
inflamatório caracteriza-se por uma expansão dos espaços porta nos lóbulos hepáticos, 
devida a uma moderada infiltração de linfócitos no parênquima hepático com um 
extravasamento mínimo - hepatite de interface; observando-se no processo uma discreta 
necrose (ver Figura 1). O processo necro-inflamatório é acompanhado pela ocorrência de 
fibrose, cuja intensidade pode progredir com o decurso da doença e evoluir em cirrose 
hepática
1
. Na fibrogénese associada à hepatite crónica C o padrão histológico típico 
consiste na ocorrência de “fibrose em ponte”, na qual septos de fibrose são observados 
entre o espaço porta e a veia hepática central, e entre os espaços porta adjacentes (Parola 
                                                 
1
 Um estádio avançado de fibrose no tecido hepático, envolvendo a formação de nódulos regenerativos de 
parênquima hepático rodeados de septos de fibrose (Parola & Pinzani, 2009). 
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& Pinzani, 2009; Rehermann, 2009; Spengler & Nattermann, 2007). Vários graus de 
lesão nos ductos biliares e graus de esteatose acompanham também a histopatologia da 
doença. 
 
 
Está ainda por esclarecer a razão pela qual a resposta imunitária nos doentes com hepatite 
crónica C é ineficaz na eliminação do VHC.  
Actualmente duas grandes linhas de investigação agregam diversas evidências sobre o 
processo patológico na base da deficiente resposta imunitária anti-VHC observada nos 
doentes com hepatite crónica C: o estudo de polimorfismos genéticos de moléculas 
associadas à resposta imunitária na infecção pelo VHC e o estudo do tipo resposta 
imunitária desenvolvida aquando infecção, comparando os indivíduos que eliminam o 
VHC com os que não conseguem debelar a infecção e nestes últimos estudando os 
mecanismos de subversão do VHC ao sistema imunitário. Todos indivíduos portadores de 
infecção pelo VHC desenvolverem uma rápida resposta anti-viral celular, com a indução 
da expressão de um conjunto importante de genes anti-virais como o Interferon βl (INF-
βl) e os genes estimulados pelo sinal de interferão (ISGs); contudo a capacidade do VHC 
em “prejudicar” e “combater” aquela resposta pode explicar o porquê da ineficiência da 
mesma na eliminação do vírus VHC (Bode et al., 2008; Joyce & Tyrrell, 2010; Post et al., 
2009; Rehermann, 2009; Sklan et al., 2009). Na resposta imunitária celular inata tem sido 
demonstrado in vitro que algumas proteínas virais do VHC têm a capacidade de interferir 
em vias metabólicas anti-virais como a via de sinalização do Interferon I (INF-I). A 
proteína viral NS3-4A degrada a proteína Interferon beta Promoter Stimulator 1 (IPS-1) e 
a proteína TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β (TRIF), bloqueando 
desta forma o sinal intracelular de activação dos genes associados à resposta inflamatória. 
As proteínas virais NS5A e Core interferem na via de sinalização Janus Kinase/Signal 
Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT); e as proteínas NS5A e a E2 do 
VHC inibem a função da Protein Kinase RNA-activated (PKR). Por outro lado, pensa-se 
que a actividade imunitária dos linfócitos Natural Killer (NK) deverá apresentar 
deficiências nos indivíduos que desenvolvem a infecção crónica. Neste sentido, foi 
observado que a associação da glicoproteína E2 do VHC, à proteína de membrana Cluster 
Differentiation 81 (CD81) na superfície celular dos NK, conduzia à inibição da activação 
Figura 1 Figura 1. Histopatologia 
Hepática na Hepatite Crónica C.  
 A) Corte histológico de tecido hepático 
“normal”, com um espaço porta (assinalado com 
triângulo); B) Corte histológico de tecido 
hepático com infecção crónica pelo VHC, 
apresentando um infiltrado celular, 
maioritariamente de linfócitos, no espaço porta 
(setas) com expansão para o espaço periportal 
(**), determinando a hepatite de interface; C) 
Esquema da organização funcional e estrutural do 
tecido hepático. Imagens de microscopia óptica 
(A e B) de (Tang & Grise, 2009), esquema (C) 
adaptado (Ishibashi et al., 2009) 
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e proliferação clonal das NK, e ainda à supressão da sua actividade efectora (observando-
se uma redução da citotoxicidade e a produção de Interferon γ (INF-γ)) (Rehermann, 
2009).  
A resposta imunitária adaptativa é desenvolvida virtualmente em todos os indivíduos 
infectados pelo VHC, independentemente de eliminarem ou não a infecção. Todavia nos 
doentes com hepatite crónica C, os linfócitos TCD8
+
 e TCD4
+
 apresentam deficiências na 
sua activação e actividade efectora, por exemplo: os linfócitos T citotóxicos (CTL) 
demonstram um fenótipo de “exaustão” com uma reduzida citotoxicidade, uma secreção 
de citocinas tipo Th1 baixa (nomeadamente IFN-γ), uma diminuída proliferação clonal e 
uma reduzida estimulação ex vivo a antigénios VHC (Diepolder, 2009; Rehermann, 2009; 
Sklan et al., 2009; Spengler & Nattermann, 2007; Tang & Grise, 2009). No tecido 
hepático os CTL anti-VHC, apresentam um nível elevado de expressão da proteína 
membranar Program Death 1 (PD-1). Esta proteína que através da sua interacção com a 
proteína Program Death 1 Ligand (PD-1L) presente na superfície dos macrófagos 
Kupffer-Browicz, células de Ito, LSECs e hepatócitos com fenótipo anti-viral
2
, modula 
negativamente a actividade efectora dos linfócitos TCD8
+
 induzindo a diminuição da sua 
proliferação, a diminuição da sua citotoxicidade, a diminuição da produção e exocitose de 
citocinas, e ainda a indução da sua apoptose (fenótipo de “exaustão”). Adicionalmente 
observou-se que a proteína viral Core 
3
 do VHC promove a sobre-expressão da proteína 
PD-1 nos linfócitos T (Diepolder, 2009; Post et al., 2009; Rehermann, 2009; Sklan et al., 
2009). 
 
2. MicroRNA 
 
Nos mamíferos há essencialmente três tipos de ácidos ribonucleicos (RNAs) de pequena 
dimensão com dupla cadeia produtos da actividade do enzima Dicer: microRNA 
(miRNA), RNA de Interferência (RNAi) e Piwi RNA (piRNA). Estes pequenos RNA 
realizam uma regulação da expressão genética através da modulação negativa da tradução 
dos RNAs mensageiro (mRNA) na via metabólica do RNAi. Este tipo de regulação da 
expressão dos genes tem sido denominado de silenciamento genética pós-transcrição 
(PTGS). Os miRNAs são expressos virtualmente em todos os tipos de tecidos e todas as 
fases do desenvolvimento do organismo; sendo o seu perfil de expressão específico do 
tipo de tecido e estádio de desenvolvimento do mesmo. 
A transcrição de um gene miRNA pelas polimerases de RNA tipo II e III, no núcleo, 
origina um miRNA primário (pri-miR) (ver Figura 2). Os pri-miRs são posteriormente 
processados no núcleo pelo enzima Drosha (endonuclease de RNA tipo III) e o co-factor 
Microprocessor complex subunit DGCR (DGCR8). Este complexo enzimático origina a 
molécula precursora do miR,  uma sequência de RNA com 50 a 80 ribonucleótidos com 
conformação de steam-loop (SL) - microRNA imaturo (pre-miR). No caso dos miRNAs 
originários de uma sequência intrónica no genoma, a formação do pre-miR pode não 
passar pelo complexo enzimático Drosha/DGCR8, sendo processados pelo spliceossoma. 
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 Hepatócitos expostos à modulação de INF-I, expressando o fenótipo anti-viral. 
3
 Unidade estrutural da nucleocápside do VHC 
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A proteína Exportin 5 (XPO5) exporta os pre-miRs do núcleo para o citoplasma, onde são 
reconhecidos como substrato pelo enzima Dicer e desta forma integrados na via 
metabólica do RNAi. A enzima Dicer em conjunto com outras proteínas interactuantes 
(ex: RISC-loading complex subunit TARBP – TRBP), remove a estrutura secundária do 
pre-miR, produzindo uma pequena molécula de RNA de dupla cadeia com terminações 
protuberantes e dimensão de 18 a 26 pares de bases (média 22 pares de bases).  
 
Um dos dois fragmentos que constituem a dupla cadeia do RNA, produto da Dicer, 
constitui a forma matura dos miRNAs, o miR, apresentando na sua sequência terminal 5´ 
(5’ UTR) uma sequência de 2 a 7 nucleótidos, seed, que irá hibridar especificamente com 
a sequência alvo na região 3’ UTR dos mRNA alvo4. O miR é acoplado num complexo 
proteico constituído pelas proteínas da família GW182 (Trinucleotide repeat-containing 
gene 6 protein - TNRC6 - tipos A a C), e da família Argonauta (AGO tipos 1 a 4), entre 
outros co-factores. Este complexo ribonucleoproteico é denominado de Complexo de 
silenciamento de RNA com microRNA (miRISC)
5
. Na regulação pós-transcripcional 
PTGS o miR tem a função de “guiar” e “ancorar” o complexo proteico miRISC até ao 
mRNA alvo, permitindo que o miRISC exerça a função de silenciamento PTGS da 
tradução. O miRISC executa várias formas de regulação PTGS que dependem do grau de 
complementariedade de bases existente entre toda a sequência do miR e a sequência 
terminal 3´ não traduzida (3’ UTR) do mRNA alvo. Na presença de complementariedade 
perfeita e ainda da proteína AGO2 no miRISC, deverá ocorrer a clivagem interna da 
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 No presente já foi evidenciado que os miR poderão também hibridar com sequências na região 5’ 
promovendo a tradução do mRNA alvo em resposta ao stress celular (Orom et al., 2008). 
5
 A cadeia complementar ao miR poderá ter vários destinos: ou é degradada pelas RNAases ou poderá ser 
eventualmente também integrada num complexo silenciador RISC (caso em a sequência do gene miRNA 
codifica para dois miR). 
Figura 2. Via Metabólica dos MicroRNAs. 
No núcleo da célula o pri-miR é processado 
pelo complexo enzimático que inclui o 
enzima Drosha originando o pre-miR que é 
posteriormente exportado para o citoplasma. 
O pre-miR é processado pelo complexo 
enzimático que inclui o enzima Dicer 
originando o miR que é associado a um 
complexo enzimático AGO/proteínaGW182, 
formando o Complexo de silenciamento de 
RNA com microRNA (miRISC). O miR no 
miRISC ao hibridar com sequência terminal 
3´ não traduzida do mRNA alvo conduz à 
modulação negativa da tradução do mRNA 
denominada de Silenciamento genético pós 
transcrição (PTGS) que pode ser realizada 
através de vários processos. Legenda: RNA 
POL II/III – Polimerase de RNA tipos II e 
III; pri-miR - miRNA primário; DGCR8 - 
Microprocessor complex subunit DGCR8; 
pre-miR - miRNA imaturo; GTP - 
Guanosina Trifosfato; Ran -GTP-binding 
nuclear protein Ran; TRBP - RISC-loading 
complex subunit TARBP; AGO – proteínas 
Argonautas. Figura adaptada (Winter et al., 
2009) 
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cadeia do mRNA com consequente degradação do mRNA, conduzindo a um forte 
silenciamento da expressão do gene
6
. No caso de complementariedade imperfeita deverá 
ocorrer apenas uma diminuição da taxa de tradução do mRNA alvo (30 a 50%)
7
, podendo 
esta ser exercida através de diferentes processos:  
i. promovendo a degradação (5´-3’ exonucleotídica) do mRNA através da sua 
destabilização (pela deadenilação da sequência 3’ poli A ou pela remoção da 
estrutura 5´Cap);  
ii. impedindo o início da tradução através da sua competição com o complexo de 
eukaryotic initiation factor 4A, 4E, e 4G (eIF4F) pela associação à estrutura 
5’Cap; 
iii. exercendo um bloqueio físico à recirculação do mRNA no início da tradução; 
iv. cooperando com o eukaryotic Initiation Factor 6 (eIF6), inibindo a associação da 
subunidades 40S a 60S e promovendo a dissociação das subunidades ribossomais 
do mRNA (Carthew&Sontheimer, 2009; Fabian et al., 2010; Filipowicz et al., 
2008; Hudder&Novak, 2008; Kai&Pasquinelli, 2010; Kim et al., 2009; Naqvi et 
al., 2009; Winter et al., 2009). 
 
Devido ao reduzido número de nucleótidos envolvidos na hibridação miR-mRNA, existe 
a possibilidade de um miR apresentar a capacidade de se associar a mais do que um local 
na região 3’ do seu mRNA alvo, ou de hibridar com vários mRNA alvos, por outro lado 
um determinado mRNA pode ser regulado por vários miRs (ex: o mRNA do gene Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitor 1A - CDKN1A ou p21Cip1/Waf1 – alvo de regulação PTGS 
de 28 miRs) (Flynt & Lai, 2008; Friedman et al., 2009; Wu et al., 2010). Esta 
complexidade de interacções entre miR versus mRNA alvo justifica a estimativa de que 
60% dos genes humanos deverão ser potenciais alvos de regulação PTGS exercida pelos 
miRs (Friedman et al., 2009). 
 
2.1 O miR-122 Hepático e o VHC-1b 
 
Em 2005 foi identificada uma regulação positiva na replicação do RNA genómico do 
vírus VHC-1b exercida por um miR celular. Observou-se em linhas de hepatócitos 
transformados que a inibição funcional do miRNA maturo Homo sapiens microRNA 122 
(hsa-miR-122), conduzia à redução de 80% dos níveis de replicação do replicão contendo 
o RNA viral do VHC-1b (Jopling et al., 2005). Esta observação foi confirmada em 
trabalhos posteriores, com utilização de modelos animais, e estendida ao VHC-2a 
(Lanford et al., 2010; Randall et al., 2007; Shan et al., 2007). O pri-miR que origina o 
hsa-miR-122 (para simplificação, a partir de agora referido como miR-122), é codificado 
num intrão do gene humano Coiled-Coil alpHa-heliCal Rod protein 1 (CCHCR1), e 
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 A repressão total da tradução de um mRNA alvo que ao codificar um factor chave nas vias metabólicas, 
pode levar à inibição de uma função celular com ganho ou perda de um determinado fenótipo (Flynt & Lai, 
2008). 
7
 A modulação negativa parcial da tradução de um mRNA leva a uma regulação fina/precisa da actividade 
da proteína que codifica, e no caso de envolver vários mRNA alvos do miR aquela modelação pode ser 
coordenada entre os vários alvos produzindo um único fenótipo (Flynt & Lai, 2008). 
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apesar de apresentar uma expressão genética ubiquitária no organismo humano, encontra-
se especificamente sobre-expresso no tecido hepático (Chang et al., 2004; XM Chen, 
2009). 
A regulação exercida pelo miR-122 na replicação do VHC é contrária ao paradigma da 
regulação PTGS dos miRs, não só porque é uma regulação positiva, como também é 
exercida através de uma associação do miRISC à região 5’UTR do RNA genómico do 
VHC. Foi demonstrado a terminação 5’UTR do VHC-1b apresenta a montante do 
Internal Ribosome Entry Site (IRES) duas sequências nucleotídicas para as quais o miR-
122 demonstra perfeita complementaridade de bases (ver Figura 3). Tendo sido verificado 
que a associação entre o miR-122, no miRISC, e as sequências alvo do VHC, ser 
necessária para a ocorrência do efeito regulador positivo (Jangra et al., 2010; Jopling et 
al., 2008; Jopling et al., 2005; Randall et al., 2007). A forma como o miR-122 exerce a 
regulação positiva da replicação do RNA do VHC, é desconhecida. Inicialmente três 
mecanismos foram propostos para explicar o aumento da taxa de replicação do RNA 
viral: 
i. aumento na tradução do RNA; 
ii. aumento da síntese de novas cadeias de RNA viral; 
iii. maior estabilidade do RNA viral (Jopling et al., 2005).  
 
Apesar de ter sido observado que a associação do miR-122, conduz a um aumento da 
tradução do RNA viral - possivelmente através da aceleração da associação dos 
ribossomas à cadeia do RNA viral - este processo não é suficientemente significativo para 
explicar a marcada acção moduladora do miR-122 na replicação do VHC (Henke et al., 
2008; Jangra et al., 2010; Villanueva et al., 2010). Por outro lado, o aumento da síntese 
do número de cópias do RNA genómico pelo VHC continua a ser alvo de investigação, e 
no presente é aceite que a ocorrer, este mecanismo não deverá ser exercido na fase de 
alongamento da síntese de novas cadeia de RNA viral (Norman & Sarnow, 2010; 
Villanueva et al., 2010). Quanto à estabilização do RNA viral na célula hospedeira, não 
existem actualmente estudos que possam esclarecer o seu possível papel na regulação 
positiva do miR-122 na replicação do VHC. 
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Também foi considerada a hipótese da existência de um efeito “posição” 5’UTR no RNA 
do VHC. Contudo as evidências colocaram de parte esta hipótese, tendo sido verificado 
que o hsa-miR-199a, um miR que também hibrida na região 5’ UTR do VHC, exerce a 
normal regulação PTGS ao invés da esperada modulação positiva (Murakami et al., 
2009). O efeito “posição” 5’UTR não é um mecanismo geral de regulação positiva da 
expressão do RNA do VHC; e aquele efeito parece ser específico do miR-122. 
 
Por outro lado, o miR-122 encontra-se envolvido na regulação de factores celulares que 
poderão também ter um papel no ciclo viral e infecção do VHC.  
Verificou-se in vitro, que o miR-122 deverá exercer uma regulação negativa indirecta na 
expressão do gene Heme Oxygenase (decycling) 1 (HMOX1
8
) e do seu factor de 
transcrição negativo BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 
1 (BACH1). Tendo sido observado no contexto da infecção pelo VHC que a diminuição 
da quantidade de miR-122, com a concomitante sobre-expressão do enzima Heme-
Oxigenase1 (HO-1), conduz à diminuição da quantidade do RNA e proteínas do VHC 
(Shan et al., 2007).  
O metabolismo dos lípidos está associado ao ciclo viral do VHC, várias evidências assim 
o demonstram apesar do processo e moléculas reguladas não serem ainda completamente 
conhecidos. Em Mus musculus foi evidenciado uma possível associação entre o miR-122 
e o metabolismo dos ácidos gordos (no estudo, foram detectados no conjunto dos mRNA 
sub-expressos e pertencentes ao metabolismo dos ácidos gordos, possíveis mRNA alvos 
do miR-122 (Krutzfeldt et al., 2005)). Estudos adicionais em Mus musculus e 
Chlorocebus sabaeus também conduziram àquela associação, e nos quais se verificou que 
a inibição funcional do miR-122, no tecido hepático, leva ao aumento da oxidação e 
diminuição dos ácidos gordos, e a uma diminuição do colesterol, esta última também 
verificada no plasma (Elmen et al., 2008; Esau et al., 2006)). Um trabalho recente 
evidenciou um potencial efeito regulador negativo do miR-122 hepático na expressão do 
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 Codificante para o enzima Heme-Oxigenase1 (HO-1) que possui um importante papel na resposta celular 
ao stress oxidativo, proporcionando um efeito antioxidante e citoprotectivo à célula. 
Figura 3. Interacção Entre o miR-122 e a 5’ 
UTR do VHC. Na figura observa-se as 2 
sequências nucleotídicas do miR-122 (verde) 
que hibridam por complementariedade de bases 
com duas sequências da região 5’ UTR do VHC 
(vermelho). A azul é assinalada ambiguidade no 
nucleótido nos genótipos do VHC. Legenda: 
caixa laranja - Internal Ribosome Entry Site 
(IRES); SL – stem–loop; caixa amarela – cis-
acting regulatory element da proteína viral 
Core, localizada a montante do início da 
sequência codificante do genoma do VHC; hsa-
miR-122 – miR-122 humano. Figura adaptada 
(Jopling et al., 2008; Tang & Grise, 2009). 
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gene circadiano da proteína reguladora deadenylase Nocturnin, envolvida na regulação 
circadiana do metabolismo, importação e armazenamento de nutrientes no fígado. 
Podendo ser o elo de associação entre o miR-122 e o metabolismo lipídico  (Kojima et 
al., 2010).  
 
3. OBJECTIVO  
 
O tratamento actual para a Hepatite Crónica C consiste na administração de Interferão  
Peguilado (INF-PEG) em combinação com Ribavirina. O período terapêutico enquadra-
se entre as 4 e as 48 semanas. (Ghany et al., 2009; Hadziyannis et al., 2004). A 
administração de INF-PEG e Ribavirina apresenta taxas de cura entre 80% a 50% e no 
caso da infecção pelo genótipo mais prevalente, o VHC-1, apenas metade dos pacientes 
submetidos ao tratamento respondem desenvolvendo uma Resposta Virológica Sustentada 
(RVS) com a erradicação do VHC acompanhada de uma simultânea e espontânea 
resolução da hepatite (Ghany et al., 2009; Hadziyannis et al., 2004). 
A pesquisa de alvos moleculares para o desenvolvimento de novos fármacos e ainda a 
descoberta de biomarcadores que monitorizem de forma eficaz a progressão da hepatite 
crónica, são aspectos fundamentais para o desenvolvimento de uma nova e eficaz 
terapêutica para a hepatite crónica C. Embora existam já novos agentes anti-virais em fase 
final de aprovação
9
, a elevada taxa de mutação do VHC
10
 dificulta a sua eficácia e 
justifica o continuado esforço e investimento no desenvolvimento de novas estratégias de 
terapêutica, como aquelas que são dirigidas aos factores celulares interactuantes, sendo 
exemplo o miR-122. 
Actualmente a utilização de pequenos oligorribonucleótidos modificados com sequência 
complementar ao miR-122, têm sido estudados quanto ao seu potencial terapêutico na 
infecção pelo VHC (Elmen et al., 2008; Lanford et al., 2010). A complementariedade de 
bases entre uma sonda antisense e um miR, no miRISC, permite a inibição da função 
reguladora do miR, que se traduz num consequente aumento da tradução dos mRNA 
alvos, e no caso específico do miR-122 na diminuição da taxa de replicação do VHC.  
A inibição da função de um miR que é abundantemente e especificamente expresso no 
tecido hepático, como é o caso do miR-122, poderá afectar a regulação da expressão de 
diversos mRNA celulares (Elmen et al., 2008; Lanford et al., 2010), o que por sua vez 
poderá ter a longo prazo um efeito citotóxico ainda não completamente clarificado 
(Branch & Rice, 2010; Grimm et al., 2006; Swayze et al., 2007). Por outro lado, o 
modelo de estudo de linhas celulares de hepatócitos transformados, tem revelado ser 
inadequado perante a complexidade da biologia envolvida na interacção observada in vivo 
entre o hospedeiro e o VHC (Boonstra et al., 2009). Neste contexto e na eminência da 
utilização do miR-122 como alvo terapêutico anti-VHC, justifica-se a actual importância 
dos estudos in vivo no esclarecimento da associação entre miR-122 e a taxa de replicação 
do VHC, entretanto observada in vitro.  
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 Inibidores de proteínas do VHC (Asselah et al., 2009). 
10
 A polimerase de RNA viral não possui a capacidade enzimática para a revisão e correcção dos erros 
introduzidos na polimerização de uma nova cadeia de RNA. 
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O presente trabalho reporta o estudo desenvolvido para investigar a possível correlação in 
vivo entre a taxa de replicação do RNA do VHC-1b e a expressão hepática do miR-122, 
em amostras de tecido hepático de doentes com Hepatite Crónica C, comparando os 
resultados com os de Homo sapiens microRNA 22 (hsa-miR-22), também abundante no 
tecido hepático (Liang et al., 2007; Shingara et al., 2005) mas sem conhecida associação 
ao VHC, e de distribuição ubíqua no organismo. 
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II - MATERIAIS & MÉTODOS 
 
1. CARACTERIZAÇÃO DA POPULAÇÃO 
 
1.1 Pacientes 
 
Foram incluídos no presente estudo um total de 20 doentes com hepatite crónica C. 
A escolha criteriosa dos doentes com hepatite crónica C estudados foi da autoria de Isabel 
Redondo e Filipe Calinas (Serviço Gastrenterologia Hospital dos Capuchos, Centro 
Hospitalar de Lisboa Central, Lisboa) e Jorge Peneda (Departamento Promoção da Saúde 
e Doenças Crónicas, Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, Lisboa) 
Os dados de caracterização da amostra populacional estudada encontram-se na tabela 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2 Controlos Experimentais 
 
Foram considerados três controlos experimentais relativos à Hepatite Crónica C:  
a) RNA total de tecido hepático saudável (“Normal”) - First Choice® Human Tissue 
Total (Ambion, Austin), RNA total de tecido hepático de indivíduo masculino cadáver, 
com 64 anos, hemorragia intra-craniana como causa de morte, sem doença hepática, sem 
infecção pelo VHC, VHB ou VIH, sem doença neoplásica. 
b) Biopsia de tecido hepático sem infecção viral mas com infiltrado inflamatório, e 
sem neoplasia - paciente com Hepatite Granulomatosa, de etiologia desconhecida, 
sexo feminino, 56 anos, sem infecção pelo VHC ou VIH, com melanoma.  
c) Hepatócitos transformados de linha celular HuH-7 (JCRB0403, Japan Health 
Research Resources Bank, Osaka) estabelecida a partir de tecido de hepatocarcinoma de 
Tabela 1.   Caracterização da Amostra Populacional 
Doentes com Hepatite Crónica C 
  
Nº total de doentes 20 
Género ♂( %) / ♀ (%) 55 /45 
Idade (anos)  x = 44 [30; 59]  
Genótipo VHC-1b (%) 100% 
Co-infecção com VHB ou VIH  0 
Abuso na ingestão de bebida alcoólica 0 
Cirrose Hepática e Carcinoma Hepatocelular 0 
Tratamento anti-VHC  
 
0 
Legenda. VIH - Vírus da Imunodeficiência Humana; VHB - Vírus da Hepatite B; 
VHC - Vírus da Hepatite C. 
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paciente com 57 anos. Um modelo alternativo para o estudo da expressão genética na 
doença neoplásica do fígado (Nakabayashi et al., 1982).
 
 
 
Como controlo relativos ao miR-122: 
a) O nível de expressão do miR-22. 
 
2. AMOSTRAGEM 
 
2.1 Biopsias Hepáticas e Sangue Periférico 
 
Segundo as normas emitidas pelos conselhos de ética das instituições Instituto Nacional 
de Saúde Dr. Ricardo Jorge e Centro Hospitalar de Lisboa Central, a colheita de amostras 
foi antecedida pela recolha do consentimento informado dos indivíduos participantes no 
estudo.  
Efectuou-se a recolha simultânea de sangue periférico e biopsia percutânea hepática aos 
20 doentes com Hepatite Crónica C e ao controlo com Hepatite Granulomatosa. O sangue 
recolhido foi processado pela rotina hospitalar para posteriores análises serológicas (ver 
abaixo secção 3.1). A biopsia hepática foi dividida em duas porções; um dos fragmentos 
foi fixado em formalina e conservado em parafina. A segunda porção foi imediatamente 
estabilizada em 1,0 mL de RNAlater® (Ambion, Austin) e incubada durante 24h a 4ºC, 
para depois ser armazenada a – 80ºC (Kasahara et al., 2006).  
 A recolha do consentimento informado e da biopsia hepática foi da autoria de Isabel 
Redondo e Filipe Calinas (Serviço Gastrenterologia Hospital dos Capuchos, Centro 
Hospitalar de Lisboa Central, Lisboa) e Jorge Peneda (Departamento Promoção da Saúde 
e Doenças Crónicas, Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, Lisboa). O protocolo 
e execução da conservação em parafina de parte da biopsia são da responsabilidade do 
serviço de rotina do Departamento de Anatomia Patológica do Hospital de S. José. O 
protocolo de estabilização e transporte de fragmento de biopsia a analisar relativamente à 
quantidade de miR-122 e miR-22, é da responsabilidade da autora, tendo sido executado 
por Isabel Redondo e Filipe Calinas (Serviço Gastrenterologia Hospital dos Capuchos, 
Centro Hospitalar de Lisboa Central, Lisboa) e Jorge Peneda (Departamento Promoção da 
Saúde e Doenças Crónicas, Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, Lisboa). 
 
2.2 Linha celular HuH-7 
 
As células HuH-7 foram cultivadas in vitro, com meio de cultura RPMI 1649 (Invitrogen, 
California) suplementado com 10% de Soro Fetal de Bovino (Invitrogen, California) e 
100µg de estreptomicina + 100 Unidades de Penicilina (Invitrogen Corporation, 
California) até atingirem 90% de confluência com cerca de 1,0E+07 células/mL em 
média, e posteriormente obtidas na forma de sedimento (pellet) celular conservado em 1,0 
mL de solução RNAlater® (Ambion, Austin): com incubação de 24h a 4º-8ºC e de 
seguida armazenado a -80ºC. 
 
3. METODOLOGIA 
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3.1 Análise Bioquímica e Serológica  
 
As amostras de sangue periférico recolhidas foram utilizadas na medição dos níveis de 
colesterol total, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), e 
ainda na quantificação do número de cópias do RNA-VHC1b positivo circulante (Cobas® 
Taqman® HCV Test, Roche Molecular Systems Inc., Pleasanton). As análises efectuadas 
são da responsabilidade do serviço de rotina laboratorial do Hospital dos Capuchos 
(Centro Hospitalar de Lisboa Central, Lisboa) (ver Apêndice – Tabela i).  
A outra parte das amostras de sangue periférico foram utilizadas na quantificação de 
populações linfocitárias no soro, através de citometria de fluxo - FACScan Excalibur 
(Becton & Dickinson, Mountain View). Este estudo é da autoria de Luciana Costa e Jorge 
Peneda (Departamento Promoção da Saúde e Doenças Crónicas, Instituto Nacional de 
Saúde Dr. Ricardo Jorge, Lisboa) (ver Apêndice – Tabela i). 
 
3.2 Histopatologia Hepática 
 
Com o objectivo de detectar e avaliar o grau da actividade necro-inflamatória e estádio de 
fibrose no tecido hepático dos pacientes, cortes (5,0µm) de tecido fixado e parafinado 
foram corados com hematoxilina e eosina e analisados por microscopia óptica (n=21). 
Neste estudo, dois anatomopatologistas procederam de forma independente à avaliação 
das alterações estruturais do tecido hepático através do sistema de quantificação de 
ISHAK modificado (Ishak et al., 1995). A esteatose hepática foi também avaliada 
(Kleiner et al., 2005) (ver Apêndice – Tabela ii). 
O protocolo e execução da imunohistoquímica são da responsabilidade do serviço de 
rotina do Departamento de Anatomia Patológica do Hospital de S. José. Estudo da autoria 
de Mário Oliveira e José Silva (Serviço Anatomia Patológica, Hospital de São José, 
Centro Hospitalar de Lisboa Central, Lisboa) e Jorge Peneda (Departamento Promoção da 
Saúde e Doenças Crónicas, Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, Lisboa) 
 
3.3.Biologia Molecular 
 
Pacientes e controlos foram analisados relativamente à expressão de dois miRs no tecido 
hepático recolhido:  
a) O hsa-miR-122 (MIMAT0000421) (Ambros et al., 2003; Griffiths-Jones et al., 
2008), referenciado neste trabalho numa versão simplificada - miR-122. O nível 
de expressão elevado do miR-122 é característico do tecido hepático saudável 
(Lagos-Quintana et al., 2002), tendo sido associado in vitro à eficiência da taxa de 
replicação do VHC, apresentando na sua sequência seeds para o RNA genómico 
do VHC (Jopling et al., 2005). 
b) O hsa-miR-22 (MIMAT0000077) (Ambros et al., 2003; Griffiths-Jones et al., 
2008), também referenciado numa versão simplificada - miR-22. O miR-22 não 
possui associação à replicação do VHC, não apresentando na sua sequência seeds 
para o RNA genómico do VHC. O seu nível de expressão é também elevado no 
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tecido hepático saudável, embora seja cerca de 4X menor que o do miR-122, e não 
seja específico do tecido hepático, sendo observado em muitos dos tecidos do 
organismo (nível de expressão ubíquo) (Liang et al., 2007; Shingara et al., 2005). 
 
A quantificação do n.º de cópias do miR-122 e miR-22 foi realizada através de uma 
reacção de retrotranscrição separada e seguida de uma reacção de polimerização em 
cadeia quantitativa (RT-qPCR) e detectada em tempo real (ver Figura 4). 
 
3.3.1 Extracção do RNA total 
 
As amostras de tecido hepático e hepatócitos da linha celular HuH-7, desprovidas do 
reagente RNAlater® (Ambion, Austin), foram imersas em 0,5mL de Tampão de Lise -
mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion, Austin). O processo de homogeneização do 
tecido hepático e sedimento das células HuH-7 consistiu na aplicação alternada de 1 ciclo 
de ultra-congelação em azoto líquido, seguido da aplicação de 3 ciclos de ultra-sons (cada 
ciclo com 3 impulsos de energia: 4W de potência, 5 segundos de duração e 70% de ciclo 
de trabalho (Vibracell, Bioblock Scientific, Illkirch)). O processo de alternância entre a 
aplicação de ultra-sons e o rápido ultra-congelamento foi repetido até à completa 
homogeneização. O RNA total foi extraído (extracção orgânica com fenol acídico) e 
purificado (colunas com filtro de fibra de vidro), utilizando o mirVana™ miRNA Isolation 
Kit (Ambion, Austin) após a optimização do procedimento especificado pelo fabricante:  
a) Por amostra, 0,5 mL de solução Tampão de Lise suplementares foram adicionados 
ao homogeneizado. Após incubação, realizou-se a divisão do volume (1,0 mL) em 
duas alíquotas de 0,5 mL cada e após a adição de fenol para a extracção orgânica do 
RNA total, a respectivas fases não-fenólicas de cada alíquota foram recolhidas para 
uma mesma coluna de purificação; 
b) Repetição das suas etapas de “ lavagem” no processo de purificação do RNA. 
 
O RNA total foi eluído em 100 µL de H2O livre de nucleases (Nuclease-free Water, 
Ambion, Austin), e as soluções foram aliquotadas e armazenadas a -80ºC. A 
quantificação do RNA total foi efectuada por espectrofotometria com recurso ao 
equipamento Thermo Scientific NanoDrop
TM
 1000 Spectrophotometer (NanoDrop 
Technologies, Delaware): a absorvância no comprimento de onda 260nm (A260nm) foi 
Figura 4. Fluxograma do Protocolo Experimental do RT-qPCR em Tempo Real. 1) Extracção de RNA 
total; 2) Retrotranscrição específica do RNA alvo (RT); 3) Reacção de polimerização em cadeia quantitativa 
(qPCR) detectada em tempo real; 4) Processamento dos dados de fluorescência. 
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medida em 2,0 µL de cada amostra de RNA total na conformação nativa (não 
desnaturado). Adicionalmente foi também medida a A280nm nas amostras. 
Efectuou-se um estudo sobre a pureza e integridade do RNA total nas amostras extraídas. 
A integridade das moléculas de RNA de pequenas dimensões foi avaliada por 
electroforese em gel de poliacrilamida (15%) desnaturante, com o objectivo da 
visualização da integridade das bandas de RNA ribossomal (rRNA) 5.8S e 5S e ainda das 
bandas dos RNA transferência (tRNA). A pureza das soluções de RNA total foi estudada 
através da análise da presença de contaminantes: 
a) O grau de pureza relativamente à contaminação de proteínas foi obtido pelo cálculo 
do quociente A260nm/A280nm, tendo sido estabelecido que um rácio entre 1,8 e 2,0 é 
indicador de qualidade (soluções de eluição com pH=8,0, poderão influenciar a 
absorvância e r aumentar o limite superior para 2,1); 
b) Relativamente à presença de substâncias inibidoras11, a pureza do RNA total foi 
analisada através da pesquisa de inibição nas reacções de RT-qPCR em tempo real.  
 
3.3.2 Transcrição Reversa 
 
Após o estudo da quantidade e da qualidade do RNA total, efectuou-se de imediato a sua 
transcrição reversa (RT) para ácido desoxirribonucleico complementar (cDNA), 
garantindo a estabilização da qualidade da amostra a quantificar. 
 
RT-primer. O início do RT, primmimg, foi realizado por um oligonucleótido iniciador da 
transcrição reversa (RT-primer), que apresenta complementaridade de bases específica 
para a sequência do miRNA a quantificar (TaqMan® MicroRNA Assays, Applied 
Biosystems, Foster City)
 12
. A estrutura molecular do RT-primer (ver Figura 5) com a 
conformação em stem-loop (SL) encontra-se associada a uma maior especificidade: 
discriminação de sequências maturas das sequências precursores dos miRNAs, e ainda a 
descriminação das sequências de miRNAs com elevada homologia entre si
13
 (C Chen et 
al., 2005; Schmittgen et al., 2008). A sequência e concentração da solução do RT-primer 
são propriedade industrial do fabricante não tendo sido reveladas ao utilizador. 
 
Enzima Transcriptase Reversa. O enzima utilizado na reacção RT, a transcriptase 
reversa MultiScribe™ (TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit, Applied 
Biosystems, Foster City, CA), é um enzima recombinante do vírus da leucemia murina 
Moloney (M-MuLV) e sendo uma polimerase de DNA dependente de RNA catalisa a 
polimerização de cDNA de cadeia simples a partir de RNA.  
 
 
                                                 
11
 Hemoglobina, compostos orgânicos como o fenol, lípidos, glicogénio, Ca
2+
 entre outros. 
12
Ensaios: hsa-miR-122 detectando a sequência 5’UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGU3’ (miR-122); 
hsa-miR-22 detectando a sequência 5’AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU3’ (miR-22); SNORD43 
(RNU43) detectando a sequência 
5’GAACUUAUUGACGGGCGGACAGAAACUGUGUGCUGAUUGUCACGUUCUGAUU3’ e ath-
MIR390a detectando a sequência 5´AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC3´. 
13
 A especificidade da hibridação com a sequência alvo encontra-se ao nível de 1 ribonucleótido. 
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Parâmetros da Reacção Transcrição Reversa. O RT foi efectuado segundo o protocolo 
do fabricante com os reagentes dos kits TaqMan® MicroRNA Assays (Applied 
Biosystems, Foster City) e TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems, Foster City), destacando-se alguns parâmetros da reacção: 15µL de volume 
final, 10,0ng de RNA total analisados, [3,3 U/µL]final de enzima transcriptase reversa, 
incubação com o 1ºciclo de 30 minutos a 16ºC, seguido de um 2ºciclo de 30 minutos a 42 
ºC e 3ºciclo de 5 minutos a 85ºC (T1 Biometra Thermocycler, Goettingen, Germany). Os 
produtos de reacção foram armazenados a -80ºC. 
 
3.3.3 Reacção de Polimerização em Cadeia, Quantitativa e em Tempo Real 
 
Sondas. A reacção de PCR quantitativo (qPCR) em tempo real foi executada através de 
sondas de hidrólise TaqMan® com especificidade para o cDNA a quantificar (TaqMan® 
MicroRNA Assays, Applied Biosystems, Foster City)
14
. As sondas TaqMan® utilizadas 
apresentavam na terminação 5’ o fluoróforo 6-carboxifluoresceína FAM™, e na 
terminação 3’ um nonfluorescent quencher (NFQ) (ver Figura 6). A terminação 3’ da 
sequência da sonda apresenta ainda uma modificação Minor Groove Binder (MGB). A 
sequência e a concentração da sonda são propriedade industrial do fabricante à qual o 
utilizador não teve acesso. 
 
Primers. Nos ensaios TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems, Foster City) 
para além da sonda TaqMan® encontra-se na mesma solução o par de iniciadores 
(primers) da reacção de polimerização em cadeia (PCR), específicos para a sequência de 
cDNA do miR alvo
19
 e cujas suas sequências e concentrações encontram-se optimizadas 
                                                 
14
 Ensaios: hsa-miR-122 detectando a sequência 5’UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGU3’ (miR-122); 
hsa-miR-22 detectando a sequência 5’AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU3’ (miR-22); SNORD43 
(RNU43) detectando a sequência 
5’GAACUUAUUGACGGGCGGACAGAAACUGUGUGCUGAUUGUCACGUUCUGAUU3’ e ath-
MIR390a detectando a sequência 5´AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC3´. 
Figura 5. Transcrição Reversa na Quantificação 
dos MicroRNAs por RT-qPCR em Tempo Real. 
A molécula iniciadora da reacção de polimerização 
reversa (RT- primer) é uma pequena molécula de 
RNA, que devido à sua sequência apresenta uma 
conformação em forma de stem-loop (SL). Uma 
das hastes apresenta uma extremidade protuberante 
com complementaridade de bases para a sequência 
3’ terminal do RNA alvo, a hibridação das 
sequências complementares é específica e 
possibilita a associação do enzima transcriptase 
reversa na cadeia RNA alvo, e o início da sua 
actividade catalítica com a polimerização de uma 
cadeia simples de DNA complementar (cDNA) à 
cadeia do microRNA maturo (miR) alvo. Figura 
adaptada (C Chen et al., 2005; Griffiths-Jones et 
al., 2008). 
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pelo fabricante, sendo o seu conhecimento propriedade industrial do fabricante e 
encontrando-se indisponíveis para o utilizador.  
 
 
Parâmetros da Reacção de qPCR em Tempo Real. O qPCR foi realizado segundo o 
protocolo do fabricante, com os reagentes dos kits TaqMan® MicroRNA Assays (Applied 
Biosystems, Foster City) e TaqMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG 
(Applied Biosystems, Foster City, CA), este último contendo a enzima AmpliTaq Gold® 
DNA polymerase, os desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs), tampão de enzima 
optimizado, MgCl2, e a referência passiva de fluorescência ROX®, sem AmpErase® 
UNG. 
Um volume exacto de 1,5 µL
15
 foi analisado no qPCR com 20µL de volume final de 
reacção. A reacção de amplificação decorreu no ABI PRISM® 7000 Sequence Detection 
System (Applied Biosystems, Foster City, CA), com o termociclador programado com um 
1º ciclo de 10 minutos a 95ºC seguido de 40 ciclos cada um dos quais com 15 segundos a 
95ºC seguidos de um minuto a 60ºC. 
 
Química da Reacção e Sistema de Detecção. O aparelho do qPCR em tempo real 
utilizado, ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster 
City, CA), é constituído por um termociclador acoplado a um sistema de detecção óptica. 
Este último através da excitação do fluoróforo FAM™ detecta e quantifica a fluorescência 
emitida (R) em cada ciclo térmico de PCR realizado pelo termociclador (Logan & 
Edwards, 2009). Em cada de qPCR em tempo real, a detecção de fluorescência está 
associada à polimerização de novas cadeias de DNA alvo (ver Figura 7 abaixo). Contudo, 
                                                 
15
 1,3µL+ 12,5% do volume 1,3µL para colmatar o erro de “pipetagem”. 
Figura 6. Sondas TaqMan® MGB na 
Quantificação dos MicroRNAs por RT-qPCR 
em Tempo Real. Na reacção transcrição reversa 
ocorre a incorporação da molécula iniciadora da 
reacção, (RT-primer), na nova molécula de 
DNA complementar (cDNA). Devido à estrutura 
em stem-loop (SL) do RT-primer, o cDNA 
apresenta um significativo aumento na sua 
dimensão final permitindo a posterior utilização 
de um conjunto sonda TaqMan® MGB & par de 
iniciadores de PCR (Forward primer e Reverse 
primer) no PCR quantitativo. A sonda TaqMan® 
MGB é um oligodesoxiribonucleótido que 
possui na terminação 5’ o fluoróforo FAM™ 
(aqui simplificado na letra F) e na terminação 3´ 
um quencher (Q) não fluoróforo, e uma 
modificação Minor Groove Binder. A sequência 
nucleotídica da sonda apresenta 
complementaridade específica para o DNA do 
miR alvo, hibridando na sua cadeia 3’ – 5’ entre 
as sequências de hibridação com os primers. 
Figura adaptada (C Chen et al., 2005; Griffiths-
Jones et al., 2008) 
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é só na fase exponencial do PCR que se postula que a amplificação do DNA alvo e a 
hidrólise da sonda, com emissão de fluorescência, ocorram a um ritmo constante e 
exponencial e por isso, que o acréscimo de fluorescência seja directamente proporcional 
ao acréscimo de novo DNA (Heid et al., 1996)
.
 Para que aquele postulado possa ser 
considerado, é necessário assegurar a inexistência de inibição da reacção de qPCR e 
garantir a especificidade dos reagentes – a especificidade da hibridação dos primers e da 
sonda TaqMan® ao DNA alvo (validação do qPCR). 
 
 
Referência Passiva de Fluorescência. A pré-mistura de reacção de PCR em tempo real 
TaqMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (Applied Biosystems, 
Foster City, CA), apresenta na sua composição o fluoróforo ROX™ cuja fluorescência de 
emissão passiva normaliza o sinal do FAM™ (Rn) aumentando o grau de precisão da sua 
quantificação pelo aparelho de qPCR em tempo real 
16
. 
 
3.3.4 Quantificação  
 
O protocolo RT-qPCR em tempo real seguiu o método de quantificação denominado 
Método do Ciclo do Limiar de Fluorescência (Threshold Cycle Method) (Gibson et al., 
1996; Heid et al., 1996; Higuchi et al., 1993).  
As medições de fluorescência Rn de cada ensaio executado, foram processadas pelo 
software Sequence Detection System versão 1.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA), 
no qual foi estabelecida por DNA alvo analisado, a fluorescência na linha de base 
                                                 
16
 A normalização é o quociente entre as fluorescências do FAM® e ROX® (Rn), permitindo a correcção de 
flutuações inespecíficas de fluorescência entre as amostras de um mesmo ensaio - diferenças atribuíveis a 
oscilações no sistema de detecção do termociclador, ou a erros de “pipetagem”, ou ainda à microevaporação 
da mistura de reacção durante a reacção. 
Figura 7. Reacção de Polimerização em 
Cadeia Quantitativa na Quantificação 
dos MicroRNAs por RT-qPCR em 
Tempo Real.. Após a hibridação estável da 
TaqMan® MGB à sequência alvo a 
montante do reverse primer, o início do 
PCR leva a polimerase de DNA (P) a reagir 
com a 5’ da sonda através da sua actividade 
nucleotídica 5’-3’, conduzindo à libertação 
do FAM™ (um fluoróforo “repórter” aqui 
simbolizado de R) da vizinhança do 
nonfluorescent quencher  (NFQ) e 
consequentemente a um acréscimo na 
emissão de fluorescência na reacção por 
interrupção do Förster/Fluorescence 
Resonance Energy Transfer (FRET) (Heid 
et al., 1996). A sonda degradada é libertada 
e a sua terminação 3’ não interfere na 
reacção por não ser amplificável. Figura 
adaptada (AppliedBiosystems, 2005). 
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(baseline)
17
 obtida através do parâmetro “auto” no software no ABI PRISM® 7000 
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA). O valor da 
fluorescência na linha de base foi subtraído na fluorescência Rn, conduzindo ao cálculo 
da fluorescência ΔRn e à representação gráfica da curva de amplificação 
(AppliedBiosystems, 2002). Na fase linear da curva Log ΔRn versus ciclo de PCR foi 
estabelecido manualmente e por cDNA alvo, o limiar de fluorescência (threshold)
 18
, 
encontrando-se o valor fixado no início da fase exponencial da reacção das curvas de 
amplificação de controlos positivos. Assim em cada ensaio qPCR, por DNA alvo e em 
cada amostra, foi determinado o ciclo de qPCR em que fluorescência ΔRn supera o limiar 
de fluorescência (Ct), também denominado ciclo de quantificação (Cq). O Cq foi 
utilizado na estimação do n.º e cópias do RNA alvo com recurso a uma curva de 
calibração de RNA externa, produzida através de diluições seriadas de uma solução 
padrão de um oligorribonucleótido sintético (Invitrogen, Corporation, Califórnia) (Bustin, 
2000; M. W. Pfaffl et al., 2002). A sequência do oligorribonucleótido correspondeu ao 
ath-MIR390a da Arabidopsis thaliana (MIMAT0000931) (Ambros et al., 2003; Griffiths-
Jones et al., 2008). Com base num trabalho científico publicado previamente (C Chen et 
al., 2005; Liang et al., 2007), foi também assumido no presente trabalho que as 
eficiências de todos os ensaios TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems, Foster 
City) são semelhantes, permitindo que a curva de calibração do padrão ath-MIR390a 
sintético seja utilizada na estimação do nº de cópias do miR-122 e miR-22. 
Em cada ensaio qPCR executado, os dados de fluorescência foram analisados num 
software Sequence Detection System versão 1.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA).   
 
3.3.5 Normalização  
 
Com intuito de mitigar os erros sistemáticos e aleatórios, que pudessem introduzir 
artefactos de enviesamento na variabilidade biológica das quantidades do miR-122 e 
miR-22, foi realizado um conjunto de medidas e a uniformização de procedimentos 
experimentais que conduziram à minimização, compensação e quantificação do erro 
experimental. Uma das medidas para compensação do erro técnico foi a normalização do 
nº de cópias do miR-122 e do miR-22 relativamente ao número de cópias do ath-
MIR390a sintético (Invitrogene, Corporation, Califórnia) - referência exógena para 
normalização (Huggett et al., 2005). O ath-MIR390a sintético foi introduzido numa 
quantidade fixa e optimizada de 2,0picg, nas amostras homogeneizadas antes da 
extracção do RNA total. Foi realizado um estudo prévio in sílica de forma a verificar a 
adequabilidade do ath-MIR390a sintético como molécula alienígena nas amostras 
estudadas. Um estudo que permite garantir a ausência de variabilidade biológica do ath-
MIR390a sintético nas amostras, e eu a variabilidade detectada na sua quantificação seja 
atribuída ai erro técnico dos vários procedimentos experimentais do ensaio(Bustin, 2000; 
Huggett et al., 2005). 
                                                 
17
 Corresponde à fluorescência observada nos primeiros ciclos da reacção de qPCR em tempo real, nos 
quais não há um acréscimo constante e sustentado de fluorescência Rn. 
18
 Corresponde ao estabelecimento semi-arbitrário de uma quantidade fixa de fluorescência ΔRn. No 
aparelho ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System  (Applied Biosystems, Foster City, CA). 
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Com a normalização dos valores de quantificação do miR-122 e do miR-22, pela 
quantificação do ath-MIR390a sintético na mesma amostra estudada, é possível remover a 
variabilidade técnica e apenas estudar a variabilidade biológica (Bustin, 2000; Huggett et 
al., 2005). 
 
3.4 Tratamento Estatístico na Análise de Dados 
 
3.4.1 Estatística Descritiva 
 
A média aritmética com o desvio padrão foi aplicada na presença de “normalidade” dos 
dados (a mediana foi executada na ausência de normalidade). A média geométrica com o 
desvio padrão propagado foi aplicada na análise do n.º de cópias dos miRs estudados. 
 
3.4.2 Estatística de Inferência 
 
Em todos os testes estatísticos executados o nível de significância escolhido para o valor-
p (p) foi de α=0,05. Na análise da regressão linear aplicada à curva de calibração, foi 
utilizado o método dos mínimos quadrados, tendo sido efectuada a análise dos respectivos 
resíduos. O estudo comparativo dos declives das regressões lineares das diferentes curvas 
padrão foi efectuado através da análise de co-variância (Zar, 1984). 
O teste de correlação não paramétrico de Spearman foi aplicado no estudo da associação 
entre os diferentes dados. As diferenças entre conjuntos de dados foram também 
estimadas através de testes estatísticos (não paramétricos e paramétricos) bi-caudais ex: 
teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon, teste t Student e teste de Mann-Whitney - em 
que * é “significativo” com o valor-p (p) entre [0,01 to 0,05[ ; ** é “muito significativo” 
com o valor-p (p) entre [0,001 to 0,01[ ; e *** “extremamente significativo” com o 
p<0,001). 
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III - RESULTADOS 
 
1. EXTRACÇÃO E PURIFICAÇÃO DO RNA TOTAL 
 
1.1 Optimização do Protocolo Experimental 
 
Foram detectados traços importantes de contaminação na solução de RNA total extraída 
pelo protocolo sugerido pelo fabricante, e que por esta razão conduziram a algumas 
optimizações: o aumento do volume do tampão de lise que permitiu a remoção em 
segurança da fracção não fenólica sem riscos de perda significativa de material e 
contaminação por aspiração do anel de interfase simultaneamente sem perda significativa 
de material, e a duplicação do número de lavagens que melhorou o rácio A260nm/A280nm de 
1,7 para 1,8 (Tabela 2). Sabendo que a contaminação por proteínas, nas soluções de RNA 
total, pode conduzir à inibição das reacções de RT e qPCR, as optimizações acima 
referidas foram de extrema importância para sucesso do protocolo experimental. 
 
 
1.2 Quantificação e Rendimento da Extracção 
 
Na Tabela 3 encontram-se os valores relativos à quantificação do RNA total nas amostras 
analisadas. 
Foi pré-estabelecido que tecido hepático, saudável, produz entre 0,5µg/mg a 1,5µg/mg de 
RNA total. As biopsias percutâneas de tecido hepático obtidas em 20 doentes com 
Hepatite Crónica C, apresentaram um peso médio 22,97 mg, tendo sido obtida na 
extracção do RNA total uma média de 1,0 μg/mg - um valor ligeiramente mais baixo do 
esperado. Foi apurado que a ligeira diminuição observada no rendimento da extracção do 
RNA total não se encontrava associada ao protocolo executado, isto porque numa análise 
paralela e através do mesmo protocolo experimental de extracção de RNA total, foi obtida 
Tabela 2.    Estudo da Eficiência na Purificação do RNA total 
 
PESO DO 
HOMOGENEIZADO
2
 (mg) 
ALTERAÇÃO NO 
PROTOCOLO
3
 
PURIFICAÇÃO
4 
(A260nm/A280nm) 
AMOSTRA
 
1
 
137,5 NÃO 1,7 
137,5 SIM 1,8 
Legenda. 1) Amostra de tecido hepático de Mus musculus; 2) Homogeneizado da amostra dividido em duas 
partes iguais; 3) Duplicação do número de lavagens durante a purificação do RNA total através do kit 
mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion, Austin); 4) Análise de espectrofotometria das absorvâncias num 
comprimento de onda de 260 e 280nm, e cujo rácio é indicativo da presença de contaminantes (ex: 
proteínas) na solução analisada, o limite [1,8 a 2,1] é indicativo de boa qualidade em soluções de RNA total. 
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uma média de 1,4 μg/mg em tecido hepático saudável de Mus musculus (4 replicados 
biológicos). A diferença de 0,5 μg/mg no rendimento obtido na extracção do RNA total 
das amostras dos doentes com Hepatite Crónica C.  
 
1.3 Pureza e Integridade do RNA total 
 
Na pureza foi estudada a presença de contaminantes nas soluções de RNA total.  
O grau de pureza relativamente à contaminação por proteínas, entre outros compostos, 
revelou que as amostras apresentavam boa qualidade com rácios 1,8≤ A260/A280< 2,1 
(tabela 3). Todavia, a amostra referente a Saccharomyces cerevisiae revelou um rácio de 
2,2 que poderá ser indicativo de traços de contaminação por compostos orgânicos, 
nomeadamente fenol (Figura 8). 
Através de electroforese de RNA em gel de poliacrilamida, foi possível inspeccionar 
visualmente a integridade do RNA extraído. Na Figura 8 observa-se que todas as 
amostras apresentam bandas de RNA bem definidas, correspondentes ao rRNA 5,8S e 5S, 
e ainda aos tRNA; não existindo indícios de degradação da população dos pequenos RNA 
na qual se inserem os miRNAs e os pequenos RNA nucleolares (snoRNA). 
 
 
Figura 8. Integridade do RNA total. Três electroforeses de RNA em gel de poliacrilamida desnaturante (15% 
de poliacrilamida, 500ng RNA total, coloração prata) com imagem sobreposta de electroforese de amostra RNA 
não degradada (Ambion, Austin). Observa-se que o RNA total, nas amostras estudadas, não apresenta sinais de 
degradação. Legenda: 1 a 20 - RNA total de 20 biopsias hepáticas de doentes com Hepatite Crónica C; HuH-7 - 
RNA total de hepatócitos HuH-7; Murganho – RNA total de fragmento de ressecção hepática em Mus musculus. 
Normal – RNA total de tecido hepático saudável “FirstChoice® Total RNA Human Normal Liver” (Ambion, 
Austin); HepG2 - RNA total de hepatócitos de HepG2; HG – RNA total de biopsia hepática de doente com 
Hepatite Granulomatosa. Levedura - RNA total de Saccharomyces cerevisiae.  
HG 
Levedura 
HepG2 
Normal 
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Tabela 3.     Quantidade e Pureza do RNA total 
Amostras 
Quantidade 
[ng/μL] 
Absorvância (nm) 
A260 A280 
Pureza
a
 
(A260/A280) 
H
ep
a
ti
te
 C
ró
n
ic
a
 C
  
1 257,56 6,44 3,22 2,0 
2 150,85 3,77 1,94 1,9 
3 282,02 7,05 3,57 2,0 
4 265,33 6,63 3,31 2,0 
5 137,28 3,43 1,72 2,0 
6 134,29 3,36 1,67 2,0 
7 270,95 6,77 3,39 2,0 
8 666,25 16,66 8,47 2,0 
9 302,81 7,57 3,83 2,0 
10 323,01 8,08 4,00 2,0 
11 119,90 3,00 1,54 2,0 
12 289,75 7,24 3,65 2,0 
13 162,17 4,05 2,04 2,0 
14 318,73 7,97 4,02 2,0 
15 134,62 3,37 1,70 2,0 
16 203,47 5,09 2,88 1,8 
17 130,66 3,27 1,66 2,0 
18 250,40 6,26 3,30 2,0 
19 185,28 4,63 2,34 2,0 
20 200,33 5,01 2,51 2,0 
C
o
n
tr
o
lo
s HuH-7b 500,81 12,52 7,11 1,8 
Normal
c
 1000,00 - - (1,7 a 2,1) 
HG
d
 326,67 8,17 3,99 2,1 
O
u
tr
o
s 
Murganho
e
 
1259,52 31,49 15,08 2,1 
1016,72 25,42 12,09 2,1 
745,52 18,64 9,12 2,0 
822,61 20,57 9,77 2,1 
HepG2
f
 78,35 1,96 0,96 2,0 
Levedura
g
 3130,95 78,27 35,93 2,2 
 
Legenda. [1,8-2,0] é o intervalo de rácios indicativo de excelente pureza relativamente à 
contaminação por proteínas; b) HuH-7 – linha celular de hepatocarcinoma humano; c) 
Normal - tecido hepático saudável FirstChoice® Total RNA Human Normal Liver 
(Ambion, Austin); d) HG - Hepatite Granulomatosa; e) Mus musculus; f) HepG2 - linha 
celular de hepatocarcinoma humano; g) Saccharomyces cerevisiae. 
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2. ESTUDO DO DESEMPENHO DO RT-qPCR EM TEMPO REAL 
 
No estudo do desempenho do ensaio RT-qPCR em Tempo Real desenhado para a 
quantificação de miRs, foram analisados alguns parâmetros necessários para garantia de 
resultados com qualidade: parâmetros como a robustez, a precisão e exactidão, a 
sensibilidade e especificidade. Para o efeito foi elaborado um conjunto de 7 ensaios qPCR 
independentes (com 3 replicados técnicos), com a quantificação do cDNA resultante de 
uma reacção RT (1 replicado técnico). Foram analisadas 8 diluições seriadas de factor 10 
produzidas a partir de uma solução com 1,0 ng total do RNA sintético ath-MIR390a. O 
conjunto das diluições padrão correspondeu a um intervalo de cerca de 7 Log10, variando 
entre 100,0pg (9,48E+09 cópias) a 10,0ag (9,48E+02 cópias) de RNA sintético de ath-
MIR390a (6349,167 u). Os resultados do RT-qPCR encontram-se descriminados na 
Tabela 4. 
 
2.1 Robustez do Ensaio RT-qPCR em Tempo Real 
 
2.1.1 Avaliação de Contaminação 
 
A avaliação da presença de contaminação cruzada nos ensaios foi executada através da 
avaliação do controlo negativo do RT-qPCR (NTC) efectuado em cada ensaio de RT-
qPCR realizado.  
Não ocorreu contaminação cruzada nos 7 ensaios qPCR realizados, observando-se um 
resultado negativo na quantificação do NTC (Tabela 4). 
 
2.1.2 Avaliação de Inibição  
 
A inibição da reacção do qPCR no conjunto das 8 diluições seriadas, foi avaliada através 
do estudo da eficiência do qPCR (E) da cinética da reacção do qPCR
19
, tendo sido 
estudado se nas diferentes diluições do RNA sintético ath-MIR390a, a reacção na sua fase 
exponencial decorreu ou não a uma taxa semelhante entre si e perto de 100 %. O valor 
teórico de 100% de eficiência de qPCR corresponde à duplicação de cada molécula de 
cDNA existente no meio da reacção no final de cada ciclo de qPCR. 
A eficiência da reacção de um dado qPCR foi determinada através da equação (1) em 
que: 
EqPCR = [10
(-1/a)
]-1                                                                                                            (1) 
 
o parâmetro a é o declive da melhor recta, representativa da linearidade entre as variáveis 
y(Cq) versus x(Log10 n.º de cópias das diluições padrão), e descrita pela  equação
 
(2).  
 
Cq = aLog10(quantidade)+b                                                                                          (2) 
                                                 
19
 As diluições padrão foram produzidas a partir de RNA sintético, purificado por Cromatografia Líquida de 
Alta Eficiência (HPLC), tendo sido directamente diluído em H2O pura. Desta forma não foi considerada a 
presença de substâncias inibidoras da reacção do qPCR naquelas amostras padrão, não tendo sido por isso 
efectuada a avaliação da presença de inibidores nas mesmas. 
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Para o valor teórico a E=100% o valor de a = (-3,32); sendo aceitáveis valores de 
eficiência entre 90% a 110% correspondentes a declives entre -3,580 e -3,100 
respectivamente (Higuchi et al., 1993; K.J Livak, 1997; Meuer et al., 2001; Rutledge & 
Cote, 2003). A avaliação da qualidade da função linear aplicada aos dados do qPCR foi 
realizada pela análise do coeficiente de determinação (r
2
) da regressão linear, cujo valor 
abaixo de 0,99 é indicativo de baixa qualidade de ajustamento (no estudo do qPCR).  
Tabela 4.   Avaliação do RT-qPCR da Curva de Calibração ath-MIR390a 
 Cq r
2
 E(%) 
 NTC P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 
  
1 Neg 
5,8304 9,518 13,0145 17,0495 22,006 24,4164 28,3437 30,6857 
0,9939 88,01 5,6366 9,5761 13,0402 17,3536 22,0632 24,3276 28,3052 30,3715 
5,7079 9,6491 13,0382 17,0971 22,0526 24,4137 28,2292 30,6325 
2 Neg 
- 8,3573 12,1683 16,8392 21,1016 24,3701 27,3299 30,331 
0,9944 86,12 4,9006 8,5851 12,1713 16,6785 20,9334 24,5178 27,518 29,9663 
5,0756 8,644 12,186 16,7288 20,7716 24,4857 27,4615 30,236 
3 Neg 
4,4647 8,3092 12,1367 17,5471 - 25,0767 28,0525 31,1855 
0,9949 81,65 4,7889 7,8949 11,8621 17,0586 - 24,873 27,6366 31,043 
4,5228 8,0113 11,691 17,0024 20,5529 24,4425 27,4941 30,4028 
4 Neg 
5,0987 8,4347 11,9772 17,1469 21,6188 24,3679 27,4257 31,3189 
0,9949 84,15 5,4053 8,5537 12,0309 16,8631 21,4321 24,2964 27,1626 31,3347 
5,4295 8,59 12,0891 17,1394 21,4916 24,2123 27,2067 31,2115 
5 Neg 
4,9661 8,2632 12,2828 16,5414 20,5674 24,8744 27,5237 30,6169 
0,9964 83,76 5,0048 8,385 12,2456 16,5147 21,0113 24,716 27,4943 30,6031 
4,9696 8,2775 12,2967 16,3872 20,7644 24,7241 27,4526 30,9375 
6 Neg 
5,4055 9,0934 14,3534 16,7939 20,4087 25,2288 28,6975 30,6659 
0,9942 86,39 5,4744 9,2477 14,302 16,8745 20,3315 25,2499 28,4806 30,8848 
5,6619 9,2833 14,2754 16,6164 20,2064 25,2384 28,4898 31,0865 
7 Neg 
5,2469 9,0082 14,0472 19,0865 23,3058 26,4354 29,9332 32,1798 
0,9879 78,43 5,3076 9,0569 14,1379 19,1285 23,3049 26,6536 30,0512 32,0524 
5,2781 9,0905 14,0201 19,1354 23,2072 26,5544 29,9526 32,0895 
Legenda. 1 a 7) n.º de ensaios qPCR independentes; P1-P8) 8 diluições sequenciais de factor 10 de 1 ng de RNA 
sintético ath-MIR390a: de P1, a diluição 1:10 correspondente a 9,48E+09 cópias de RNA sintético ath-MIR390a, a P8, a 
diluição 1:100000000 correspondente a 948 cópias); Cq) ciclo de quantificação; NTC) controlo negativo do RT-qPCR; 
r2) coeficiente de determinação da regressão linear aplicada às observações das variáveis y(Cq) versus x(Log10 n.º de 
cópias das diluições padrão), em que Cq é a variável dependente e o logaritmo do nº de cópias, a variável 
independente.); E) Eficiência do qPCR: EqPCR = [10
(-1/a)]-1 em  que a = declive da melhor recta obtida pela regressão 
linear através da equação  Cq = aLog10(ng)+b, tendo sido considerados aceitáveis os valores de eficiência entre 90% a 
110%, correspondentes a declives da recta (a) entre -3,580 e -3,100 e. Valores a cinzento indicam diluições removidas 
do estudo. 
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Da observação dos resultados obtidos na análise dos 7 ensaios das 8 diluições seriadas 
(ver Tabela 4), evidencia-se em todos os ensaios valores de eficiências ligeiramente 
abaixo do limite inferior adequado (E(%)<90 com a<-3,580). Os coeficientes r
2
 dos 
ensaios apresentam valores de excelente qualidade (r
2≥0,99), indicando uma excelente a 
correlação entre a variação da quantidade do RNA sintético ath-MIR390a e a variação do 
Cq do qPCR. 
A necessidade de efectuar estudos de comparação entre os ensaios conduziu à remoção 
das três primeiras diluições padrão do conjunto das 8 diluições analisadas, nos 7 ensaios 
qPCR - grafia a cinzento na Tabela 4. A rejeição das três diluições resultou numa 
significativa melhoria dos valores da eficiência de 6 dos 7 ensaios qPCRs (90< E(%)<110 
e -3,580<a<-3,100) sem alteração da linearidade entre os dados (com r
2 ≥ 0,99) (ver 
Tabela 5); o ensaio qPCR 6 não apresentando uma eficiência acima dos 90%, foi 
removido do estudo do desempenho e especificidade do qPCR implementado (grafia a 
cinzento na Tabela 5). 
 
2.2 Estudo da Precisão e Exactidão 
 
2.2.1 Repetibilidade 
 
No estudo da precisão, a repetibilidade foi averiguada pela análise da variação intra-
ensaio do qPCR, com o cálculo do Coeficiente de Variação (CV) do número de cópias de 
RNA sintético ath-MIR390a nos replicados técnicos de cada diluição padrão (Bustin et 
al., 2009). Foi estabelecido como limite de variabilidade máximo, um CV de 10,0% a 
20,0% no número de cópias dos replicados
20
 (Gentle et al., 2001; Heid et al., 1996; M.W. 
                                                 
20
 Um limite que corresponde ao limite desvio padrão s<0,250 para uma variabilidade intra-ensaio dos 
valores de Cq. 
Legenda. §) Curva de calibração com menos 3 diluições seriadas de ath-MIR390a sintético: 9,48E+06 cópias a 948 
cópias; 1a7) O n.º de ensaios qPCR independentes estudados; r2) O coeficiente de determinação da regressão linear 
aplicada às observações das variáveis y(Cq) versus x(Log10 n.º de cópias das diluições padrão, em que Cq é a variável 
dependente e o logaritmo do nº de cópias, a variável independente.); a) declive da melhor recta obtida na equação Cq = 
aLog10(ng)+b, obtida da regressão linear dos dados de y(Cq) versus x(Log10 nº de cópias das diluições); b) ordenada do 
ponto de intersecção quando x=0 na equação Cq = aLog10(ng)+b; E) Eficiência do qPCR calculada por EqPCR = [10
(-
1/a)]-1, tendo sido considerados aceitáveis os valores de eficiência entre 90% a 110% correspondentes a (-3,580) < a < (-
3,100). 
Tabela 5.   Avaliação do RT-qPCR com Curva de Calibração ath-MIR390a 
Corrigida
§
 
 r
2 
a b E (%) 
1 0,9835 3,305 40,936 100,7 
2 0,9918 3,336 40,554 99,42 
3 0,9935 3,434 41,358 95,55 
4 0,9929 3,423 41,317 95,96 
5 0,9914 3,519 41,56 92,40 
6 0,9853 3,648 42,504 88,00 
7 0,9888 3,269 42,473 102,3 
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Pfaffl, 2004; M. W. Pfaffl et al., 2002; M. W. Pfaffl et al., 2001; Wittwer & Garling, 
1991). 
Na tabela 6, encontram-se os valores dos coeficientes de variação intra-ensaio obtidos 
para as 5 diluições (9,48E+06 a 9,48E+02 cópias de RNA sintético ath-MIR390a). À 
excepção do ensaio 3, todos os ensaios apresentam, em todas as diluições analisadas, 
coeficientes de variação inferiores ao limite máximo de 20%, variando no seu conjunto 
entre 1,87% e 14,4% (correspondendo a um desvio padrão de Cq entre 0,03 e 0,22). 
Resultados que demonstram a execução de um bom procedimento experimental. Todavia, 
o ensaio 3 apresenta valores inaceitáveis entre 18,6% e 29,5%, uma variação intra-ensaio 
que afectará o cálculo da verdadeira quantidade da amostra avaliada e por este motivo, o 
ensaio foi rejeitado para os estudos subsequentes de reprodutibilidade e exactidão. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.2 Reprodutibilidade 
 
A repetição de amostras padrão em ensaios independentes, permite o estudo da variação 
inter-ensaio; esta abordagem foi adaptada com a utilização do conjunto de diluições 
(repetidas nos diferentes ensaios qPCR) tendo sido calculado para cada diluição o 
coeficiente de variação do nº de cópias quantificadas nos diferentes ensaios qPCR (Bustin 
et al., 2009). Foi estabelecido como aceitável, um limite superior de valores entre 15% a 
30% de CV para a variação inter-ensaio num dado qPCR; valores superiores a 30% não 
permitem realizar comparações entre quantidades obtidas em diferentes ensaios qPCR 
(Gentle et al., 2001; Heid et al., 1996; Meuer et al., 2001; M.W. Pfaffl, 2004; M. W. 
Pfaffl et al., 2002; M. W. Pfaffl et al., 2001; Wittwer & Garling, 1991). 
Na tabela 6, observa-se que a variação inter-ensaios no conjunto de ensaios 1,2,4,5, e 7; 
encontra-se entre 10,5% e 27,2% e portanto abaixo do limite máximo tolerável, revelando 
mais uma vez um bom procedimento experimental. 
 
Tabela 6. Repetibilidade, Reprodutibilidade e Exactidão no RT-qPCR 
 CV (%) intra-ensaio 
CV(%) 
inter-ensaio 
Erro 
(%) 
1 2 3 4 5 7 
P4 11,0 5,62 18,9 11,2 5,46 1,87 10,5 31,4 
P5 2,13 11,4 - 6,34 14,4 4,04 18,1 -37,1 
P6 3,55 5,43 22,3 5,25 5,74 7,72 21,7 -19,4 
P7 4,08 6,74 18,6 9,24 2,34 4,4 27,2 -6,1 
P8 12,0 13,38 29,5 4,56 11,9 4,57 20,1 23,9 
Legenda. 1 a 7) corresponde à identificação do ensaio qPCR; P4 a P8) diluições sequenciais de factor 10 
de 1 ng de RNA sintético ath-MIR390a: P4 a diluição 1:10000 correspondente a 9,48E+06 cópias, e P8 a 
diluição 1:100000000 correspondente a 948 cópias); CV) coeficiente de variação (limites aceitáveis 
10,0%<CV(intra-ensaio)<20% e 15,0%<CV(intra-ensaio)<30%), a grafia a cinzento demarca os dados, excluídos 
da análise da variação inter-ensaio e do erro aqui apresentados. Erro) valor da diferença entre o número de 
cópias medido e o verdadeiro.  
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O estudo da reprodutibilidade do qPCR foi também abordado através da análise da 
linearidade entre os dados das variáveis y(Cq) versus x(Log10 n.º de cópias das diluições 
padrão). Nos ensaios 1, 2, 4, 5,e 7 foram comparados os parâmetros declive (a) e 
ordenada do ponto de intersecção quando x=0. O limite de reprodutibilidade foi 
estabelecido num CV entre 2% a 3% entre os diferentes declives da recta, e cerca de 10% 
entre os diferentes pontos de intersecção x=0 (Meuer et al., 2001; M.W. Pfaffl, 2004). 
Simultaneamente foi executado um teste estatístico F (semelhante ao ANCOVA), para 
averiguar o significado estatístico das diferenças entre os declives das rectas ajustadas aos 
dados de cada ensaio, tendo sido testada a hipótese nula de que as rectas são idênticas 
(Zar, 1984). Na Tabela 5 encontram-se os declives das rectas e as ordenadas do ponto de 
intersecção quando x=0 das equações obtidas da regressão linear aplicada aos dados dos 7 
ensaios de qPCR estudados; da análise dos ensaios 1, 2, 4, 5,e 7 observam-se coeficientes 
de dispersão de 3,72% e 31,62% para o declive e ordenadas do ponto de intersecção 
quando x=0 respectivamente (ver Figura 9). No teste F aplicado, o p=0,3536 (p>0,05) 
conduziu à decisão de que os declives não são significativamente diferentes entre si 
(tendo sido calculado um declive teórico para as rectas analisadas a=(-3,37)). Porém, na 
segunda fase da análise o teste F efectuado nos valores da ordenada do ponto de 
intersecção quando x=0 revelou que aqueles são estatisticamente diferentes tendo sido 
obtido um p<0,0001 e que as rectas são portanto paralelas mas não idênticas. 
Os resultados obtidos permitem concluir que existe um grau importante de confiança em 
como a variabilidade verificada entre os ensaios qPCR não afecta significativamente a sua 
reprodutibilidade. 
 
 
 2.2.3 Exactidão 
 
A exactidão foi analisada através do cálculo do erro na quantificação do RT-qPCR, 
verificado através da diferença entre a quantificação experimental pelo qPCR e o n.º de 
cópias verdadeiro em cada diluição analisada (Bustin et al., 2009). Na Tabela 6 encontra-
se a percentagem de erro total dos ensaios 1, 2, 4, 5, e 7 nas 5 diluições estudadas 
(9,48E+06 a 948 cópias de RNA sintético ath-MIR390a). 
Figura 9. Reprodutibilidade da Regressão 
Linear no RT-qPCR da Curva Padrão ath-
MIR390a. Similitude entre as 5 rectas ajustadas 
aos dados das variáveis y(Cq) versus x(Log10 nº 
de cópias) obtidos da análise de 5 diluições 
seriadas do RNA sintético ath-MIR390a por 
RT-qPCR em tempo real (símbolo o), realizado 
em 5 ensaios qPCR independentes. 
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 O erro total calculado foi de -1,47%, com um Intervalo de Confiança (IC) entre -36,9% e 
34,8% para um nível de confiança de 95% - a logaritmização dos valores de quantidade 
permite a visualização das diferenças detectadas, traduzindo o erro em 0,1% com um IC 
entre, -3,2% e 3,4% (ver Figura 10) (Bland & Altman, 1986). 
 
 
2.3 Estudo da Sensibilidade e Especificidade do qPCR 
 
2.3.1 Intervalo Dinâmico de Quantificação - Limite de Linearidade 
 
Através dos estudos de robustez e precisão na quantificação do n.º de cópias de um 
conjunto de 8 diluições seriadas de RNA sintético de ath-MIR390a através de RT-qPCR, 
foi possível estabelecer o intervalo em que as concentrações de RNA logaritmizadas são 
lineares aos valores de Cqs obtidos nos respectivos qPCRs – limite de linearidade.  
No conjunto das diluições padrão, foi observado que o intervalo entre 9,48E+06 cópias e 
948 cópias de RNA sintético ath-MIR390a, apresentava a melhor eficiência de reacção do 
qPCR com excelente coeficiente de determinação no ajustamento da função linear aos 
dados, tendo também sido demonstrado que os ensaios qPCR envolvidos no estudo 
possuíam uma boa repetibilidade e reprodutibilidade naquele intervalo de linearidade. 
Desta forma o limite de linearidade acima considerado foi estabelecido como o Intervalo 
Dinâmico de Quantificação do presente protocolo experimental de RT-qPCR (ver Figura 
11).  
 
Figura 10. Exactidão no RT-qPCR. Erro na quantificação do RT-qPCR em tempo real calculado através 
da diferença entre a quantidade obtida pelo RT-qPCR e o valor verdadeiro, relativamente à média dos dois. 
Legenda: o - erro em cada diluição padrão da curva de calibração ath-MIR390a (9,48E+06 cópias a 948 
cópias de RNA sintético ath-MIR390); linha azul – erro total. 
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Foi averiguado que a expressão do miR-122 era quantificada dentro do Intervalo 
Dinâmico de Quantificação do RT-qPCR entre 9,48E+06 cópias e 9,48+02 cópias (ver 
Figura 12)
 21
. 
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 O nível de expressão genética do miR-122 foi quantificado em 10,0 ng de RNA total extraído de 
sedimento da linha celular HuH-7. A expressão do miR-122 encontra-se fortemente sub-expressa nas 
células da linha celular HuH-7 em comparação com o tecido hepático saudável e por isso, a escolha da linha 
celular HuH-7 teve como objectivo testar o limite inferior do Intervalo Dinâmico de Quantificação (Jopling 
et al., 2005). 
Figura 12. Estudo do miR-122 no 
Intervalo Dinâmico de 
Quantificação do RT-qPCR. 
Observa-se na figura as curvas de 
amplificação ΔRn versus Ciclo de 
qPCR (“Cycle number”), referentes a 
um ensaio RT-qPCR (com 2 
replicados técnicos) para a 
determinação da inserção da 
quantificação do hsa-miR-122 (miR-
122) no Intervalo Dinâmico de 
Quantificação (9,48E+06 cópias a 
948 cópias). O miR-122 foi 
quantificado a partir de 10 ng de 
RNA total extraído de “pellet” 
celular HuH-7. Legenda: ΔRn 
corresponde à intensidade do sinal 
gerado pelo PCR; linha a verde o 
limiar de fluorescência estabelecido. 
Cq do miR-122 
9,48E+06 cópias 9,48E+02 cópias 
9,48E+09 
Cópias 9,48E+0 
cópias 
as 
9,48E+06 
cópias 
Figura 11. Intervalo Dinâmico de 
Quantificação no RT-qPCR. 
Observa-se as curvas de 
amplificação ΔRn versus Ciclo de 
qPCR (“Cycle number”), referentes 
ao um ensaio qPCR realizado num 
conjunto de 8 diluições de 1ng de 
RNA sintético ath-MIR390a de 
Arabidopsis thaliana, com 3 
replicados técnicos de qPCR (de 
9,48E+09 cópias a 948 cópias). O 
Intervalo Dinâmico de Quantificação 
encontra-se assinalado: 9,48E+06 
cópias a 948 cópias. Legenda: ΔRn 
corresponde à intensidade do sinal 
gerado pelo PCR; linha a verde o 
limiar de fluorescência estabelecido. 
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2.3.2 Limite de Detecção 
 
Limite de Detecção (LOD) no RT-qPCR em tempo real refere-se à sensibilidade da 
metodologia em quantificar uma dada concentração mínima de RNA com razoável 
certeza (uma probabilidade de 95%)(Bustin et al., 2009). 
No limite inferior do Intervalo Dinâmico de Quantificação foi estudada uma diluição com 
quantidades de RNA sintético ath-MIR390a abaixo de 95 cópias. O produto de um RT foi 
analisado em quatro ensaios qPCR independentes, não tendo sido conseguida a 
quantificação em dois ensaios (50% de falsos negativos); e nos restantes dois a 
quantidade média detectada foi de 143 cópias (Cqmédio=36,39) associada a um coeficiente 
de variação inter-ensaio de 36,92% (acima do limite aceitável de 30%) e um erro total de 
-37,67%. Os resultados evidenciaram que na diluição padrão de 95 cópias, o RT-qPCR 
implementado não apresentava sensibilidade na detecção do n.º de cópias, encontrando-se 
a quantificação bastante influenciada pelo erro sistemático do protocolo experimental 
implementado. Foi estabelecido que o LOD, para o RT-qPCR desenvolvido, encontra-se 
abaixo das 948 cópias e acima das 95cópias (um factor 10 de diluição). Foi estipulado por 
defeito que resultados menores que 948 e maiores que 95 cópias deverão ser encarados 
com cuidado, e que os resultados menores que 95 cópias deverão ser reportados como 
“Sim” (observou-se amplificação) ou “Não” (não foi observada amplificação) (Bustin et 
al., 2009).  
 
2.3.3 Especificidade 
 
Foram executados estudos sobre a especificidade dos ensaios no que respeita à 
possibilidade de ocorrência de falsos positivos. A análise foi concretizada através da 
quantificação de uma amostra negativa: RNA total do sedimento de cultura celular de 
Saccharomyces cerevisiae, uma espécie que não expressa os miR-122, miR-22 e ath-
MIR390a e o pequeno RNA nucleolar SNORD43. 
Recorrendo ao algoritmo BLASTN 2.2.22+ (Altschul et al., 1997) e à base dados do 
National Center for Biotechnology Information, foi realizado um estudo in silico sobre as 
homologias das sequências dos miRs e do RNA nucleolar relativamente ao genoma e 
transcriptoma de Saccharomyces cerevisiae
22
. O resultado negativo permitiu esperar que 
na quantificação, pelo RT-qPCR, da amostra Saccharomyces cerevisiae (controlo 
negativo), não ocorresse a detecção de amplificação (resultado negativo).  
No estudo da robustez dos ensaios da especificidade (ver Tabela 7), verificou-se a 
existência de amplificação em 5 NTC, destes só 1 pôde ser considerado como um 
resultado positivo traduzindo-se em contaminação cruzada (Cq=35,29 com 108 cópias no 
qPCR 4 do miR-122); os restantes corresponderam a quantidades abaixo do limite inferior 
do intervalo estipulado para o LOD, com os respectivos valores de Cq acima do cut-off 
estabelecido para a negatividade: mais de 5Cq que o maior Cq observado nas amostras 
positivas (Bustin & Nolan, 2004). Desta forma aqueles foram considerados resultados 
                                                 
22
 Bases de dados analisadas: “gp/4932.9518/sce_genbank_rna - Saccharomyces cerevisiae Non-RefSeq 
RNA” e ainda “gp/4932.9518/sce_refg - Saccharomyces cerevisiae genome”. 
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negativos. Na quantificação do ath-MIR390a, miR-122, miR-22 e SNORD43 na amostra 
de Saccharomyces cerevisiae, foram também detectados acréscimos atípicos de 
fluorescência entre os resultados negativos esperados. Todos os casos apresentaram 
quantidades abaixo do LOD com Cqs maiores que o cut-off de 5Cq, e por isso foram 
todos considerados negativos (valores destacados na Tabela 7).  
O resultado final do estudo foi a revelação da não existência de falsos positivos, e da 
ocorrência de especificidade, dos ensaios RT-qPCR para a quantificação de ath-MIR390a, 
miR-122, miR-22 e SNORD43. 
 
3. REFERÊNCIAS PARA NORMALIZAÇÃO 
 
3.1. Referência Exógena de Normalização  
 
3.1.1 Estudo in silico 
 
A base de dados miRBase permitiu constatar que o miR ath-MIR390a (MIMAT0000931) 
de Arabidopsis thaliana não tem homólogo expresso no genoma humano (Ambros et al., 
2003; Griffiths-Jones et al., 2008). O estudo de homologias, através do algoritmo 
Legenda. Na tabela encontram-se descriminados os Cq de 5 ensaios qPCR (ensaios 1,2,4,5 e 7), os espaços 
com a informação “neg” representam um resultado negativo. Hepatite Crónica C) amostra positiva; HuH-7) 
amostra positiva; NEG) amostra negativa (Saccharomyces cerevisiae); NTC) controlo negativo do RT-qPCR. 
Grafia a cinzento demarca ensaio rejeitado na análise.  
Tabela 7.    Especificidade do RT-qPCR 
 1 2 4 5 7 
a
th
-M
IR
3
9
0
a
 Hepatite CrónicaC 33,69 30,42 30,07 30,74 29,55 
HuH-7 29,53 25,68 25,94 25,94 26,60 
NEG neg 39,67 38,27 neg 38,21 
NTC neg neg neg neg neg 
m
iR
-1
2
2
 
Hepatite CrónicaC 30,54 31,26 30,37 29,37 29,63 
HuH-7 28,71 26,11 26,82 27,22 27,39 
NEG neg neg 39,55 39,52 neg 
NTC neg neg 35,29 neg neg 
m
iR
-2
2
 
Hepatite CrónicaC 31,14 29,20 28,28 28,48 29,53 
HuH-7 27,48 24,12 24,38 24,02 24,32 
NEG neg neg 39,22 35,67 neg 
NTC 37,60 neg  38,97 37,17 neg 
S
N
O
R
D
4
3
 Hepatite CrónicaC 30,53 29,09 28,14 28,18 28,14 
HuH-7 28,4 24,14 24,17 24,14 24,17 
NEG neg neg neg 36,00 neg 
NTC neg neg 34,10 neg neg 
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BLASTN 2.2.22+, entre o controlo externo positivo(oligorribonucleótido com sequência 
do miR ath-MIR390a) e o transcriptoma humano, com resultado negativo confirmou que 
o ath-MIR390a não tem expressão homóloga no genoma humano (Altschul et al., 
1997)
23
. 
Os resultados validam a utilização daquele oligorribonucleótido como controlo positivo 
externo e RNA de referência exógeno, no RT-qPCR em tempo real para a quantificação 
do miR-122 e miR-22 nas amostras estudadas. 
 
3.1.2 Estudo e Optimização da Quantidade a Introduzir nas Amostras 
 
Na utilização de uma referência endógena externa, a quantidade introduzida deverá 
respeitar a regra de que a expressão do gene normalizador nunca deverá ser superior ao 
dos genes alvo (Bustin, 2000). Sabendo que no tecido normal, a população total de miRs 
no RNA total de uma célula eucariota constitui entre 0,01% a 0,1% do RNA total (Liang 
et al., 2007), a quantidade fixa de 10,0ng de RNA total deverá conter valores esperados 
de miR-122 entre 7,0pg a 700,0fg (70% de 10000fg a 1000fg da população total de miRs) 
e 1,75pg a 175,0fg de miR-22 (cerca de -4X, a quantidade estimada para miR-22). Os 
valores acima apresentados para a expressão de miR-122 (70%) e miR-22 (cerca -4X que 
miR-122) foram obtidos antes da execução do trabalho reportado no presente documento, 
em publicações de estudos de clonagem e microarrays de microRNAs (Lagos-Quintana 
et al., 2002; Shingara et al., 2005). 
Na optimização da quantidade a introduzir nas amostras de ath-MIR390a sintético, foi 
primeiro contabilizada o valor da perda de ath-MIR390a sintético no procedimento 
experimental implementado para quantificação de miRs por RT-qPCR em tempo real (ver 
Tabela 8). No estudo foi esperado que 15 mg de tecido hepático saudável de murganho 
rendesse 7,5µg a 22,5µg de RNA total (o fabricante do mirVana™ miRNA Isolation Kit, 
declara um rendimento de extracção de 0,5µg/mg a 1,5µg/mg de RNA total). Por defeito, 
num rendimento de extracção de 7,5µg (0,5µg/mg) que simulou o caso das biopsias de 
tecido hepático de doentes, a quantificação de 175fg do ath-MIR390a sintético/10ng de 
RNA total num protocolo RT-qPCR em tempo real sem perdas exigiria a adição de cerca 
de 130pg de ath-MIR390a sintético. Com o intuito de simplificação do número de 
diluições e assim evitar introdução de erros de “pipetagem” e ainda degradação do RNA 
sintético, ajustou-se o valor para 175picg de ath-MIR390a sintético a introduzir no 
homogeneizado de tecido. Como seria esperado em tecido saudável, foi obtido um 
excelente rendimento da extracção de RNA total com 3,4 µg/mg (2X mais o limite 
superior esperado) (ver Tabela 8).  
O valor esperado em 10 ng de RNA total do ath-MIR390a sintético foi assim menor: 
34fg. O segundo resultado não esperado foi o valor quantificado pelo RT-qPCR em 
tempo real do ath-MIR390a sintético/10ng de RNA total esperado: 12fg, cerca de -3X o 
esperado. 
 
 
                                                 
23
 Bases de dados analisadas: Homo sapiens RefSeq RNA do National Center for Biotechnology Information 
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A razão para esta perda poderá residir no facto do ath-MIR390a sintético ser um pequeno 
oligorribonucleótido externo, e por isso encontrar-se mais exposto à degradação 
enzimática, química e mecânica, durante o procedimento de extracção, comparativamente 
com os microRNA e outros RNAs celulares endógenos. Um terceiro resultado não 
esperado foi a verificação que a amplificação do miR-122 na mesma amostra com 12fg de 
ath-MIR390a sintético/10 ng de RNA total quantificados, era ainda assim, cerca de -10X 
a expressão do expressão do ath-MIR390a sintético, na mesma amostra estudada (na 
Figura 13 é possível observar uma diferença de Ct=~3,3), e por isso seria esperado 
também que o nível de expressão do miR-22 fosse -40X. 
 
Tabela 8.    Estudo da Eficiência de Extracção do ath-MIR390a Sintético  
PESO 
FRESCO 
(mg) 
PESO DO 
HOMOGENEIZADO 
(mg) 
QUANTIDADE 
INTRODUZIDA1  
 ath-MIR390a (pg) 
EXTRACÇÃO 
RNA TOTAL 
(µg) 
QUANTIFICAÇÃO 2 
ath-MIR390a 
[pg/10ng RNA total] 
ESPERADA OBTIDA  
30,0 
15,0  0 58,92 0 0 
15,0 150,0 50,92 0,034 0,0012 
Legenda. M2F1) Fragmento de tecido hepático de Mus musculus; 1) Oligorribonucleótido sintético (Invitrogen 
Corporation, Califórnia) introduzido na amostra homogeneizada, cuja sequência é idêntica à do microRNA ath-
MIR390a maturo da espécie Arabidopsis thaliana; 2) Quantificação por RT-qPCR em tempo real através do método 
do limiar de fluorescência e com recurso à curva de calibração externa. 
Figura 13. Quantidade do ath-MIR390a sintético a introduzir nas amostras - referencia exógena para 
normalização. Observa-se na figura duas curvas de amplificação ΔRn versus Ciclo de qPCR (“Cycle 
number”), referentes a um ensaio RT-qPCR numa mesma amostra de tecido hepático saudável de murganho 
(Mus musculus). Na figura a curva a vermelho corresponde à cinética de qPCR de 175pg de ath-MIR390a 
sintético, e a curva a verde  à quantificação do miR-122 na mesma amostra. Verifica-se que a curva do ath-
MIR390a, apresenta uma diferença de cerca de 3,3 ciclos de quantificação (Cq) relativamente à segunda curva 
do miR-122. O miR-122 e o ath-MIR390a sintético foram quantificados a partir de 10 ng de RNA total. 
Legenda: ΔRn corresponde à intensidade do sinal gerado pelo PCR; linha horizontal a verde, ao limiar de 
fluorescência estabelecido. 
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Perante os resultados acima, procedeu-se à foi optimização quantidade a introduzir nas 
amostras do ath-MIR390a sintético: calculou-se a quantidade de 0,3fg de ath-MIR390a 
sintético/10 ng de RNA total (-40X de 12fg) tendo como referencial ao expressão do 
miR-22. Considerando que o valor esperado do rendimento de extracção do RNA total 
nas amostras de tecido hepático dos doentes com hepatite crónica C, será inferior ao valor 
a obter numa amostra de tecido hepático saudável, e tendo em consideração os resultados 
o para o rendimento de extracção (valores 2X mais que o limite superior esperado); foi 
reconsiderou-se o valor esperado para o rendimento de extracção nas amostras dos 
doentes: 1µg/mg de RNA total para um peso médio de 20,0mg de biopsia tendo sido 
esperado 20µg de RNA total.  
Tendo sido consequentemente apurada a quantidade previamente corrigida pela perda de 
ath-MIR390a sintético a introduzir nas amostras: 1,8picg (~2,0picg). Foi implementada a 
adição simultânea de 2,0 picg de ath-MIR390a sintético [100fg/µL].  
 
3.2 Referências Endógenas de Normalização 
 
3.2.1 Estudo da Eficiência 
 
Através de diluições seriadas de RNA total, efectuou-se o estudo da eficiência da reacção 
de qPCR na quantificação dos RNA alvo (miR-122 e miR-22) e de referência endógena 
para normalização (SNORD43), de forma a estudar se este último é adequado para 
estudos de quantificação relativa através do algoritmo 2
-ΔΔCt
. 
O estudo envolveu a realização de um RT-qPCR em tempo real para quantificação dos 
pequenos RNAs em diluições seriadas do RNA total, e posterior aplicação de uma função 
linear na relação entre as observações das variáveis y(Cq) versus x(Log10factor de 
diluição). O cálculo da eficiência do qPCR para cada RNA foi efectuado a partir do 
declive da melhor recta obtida na regressão linear, através da equação E=([10
(–1/declive)
] –
1)*100 (Rutledge & Cote, 2003).  
Foram apuradas eficiências de 119,6%; 112,0% e 123,9% para SNORD43, do miR-22, e 
do miR-122, respectivamente; observando-se que a EmiR-122 e a EmiR-22 não variam mais de 
10% da ESNORD43 (Schmittgen & Livak, 2008) e por isso, o algoritmo comparativo 2
-ΔΔCt
 
poderá ser aplicado para quantificação do miR-122 e do miR-22, relativamente ao 
SNORD43 como referência endógena de normalização. 
 
3.2.2 Estudo da Variabilidade de Expressão 
 
Apesar das eficiências dos ensaios RT-qPCR para o miR-122, miR-22, e SNORD43, 
terem sido consideradas semelhantes entre si (secção 3.2.1), foi necessário estudar a 
variabilidade biológica do SNORD43 nas amostras de tecido hepático dos doentes com 
hepatite crónica C face à linha celular HuH-7 (a amostra calibrante)
 24
, para avaliar a sua 
                                                 
24
 Um bom candidato a referência endógena para normalização de resultados no RT-qPCR em tempo real 
não deverá variar entre as diferentes condições biológicas a avaliar, e por isso o estudo sobre a sua variação 
entre “infecção pelo VHC” versus “ não infecção pelo VHC”. 
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adequabilidade como referência endógena para normalização das quantidades do miR-
122 e miR-22.  
Um primeiro estudo que não contemplou a remoção da variabilidade técnica do RT-qPCR 
em tempo real, consistiu no estudo da variação da expressão do SNORD43 através do 
algoritmo 2
-∆Ct
 (K. J. Livak & Schmittgen, 2001; Schmittgen & Livak, 2008). E com o 
qual foi possível avaliar a existência de uma diferença na expressão do SNORD43 nas 
amostras de tecido hepático dos doentes com Hepatite Crónica C relativamente a um 
controlo de “não infecção pelo VHC” a linha celular HuH-7. Os resultados obtidos 
permitiram o apuramento de um valor médio de 2
-∆Ct
 = 0,14 correspondente a uma 
diferença de expressão média de -7,08X entre os dois grupos de amostras, possuindo esta 
diferença significado estatístico (teste t-Student não emparelhado com p<0,0001). 
Verificou-se que entre as amostras dos doentes com Hepatite Crónica C, os valores de 
SNORD43 apresentaram um CV=147,15%. Conclui-se a existência de elevada a 
variabilidade na expressão do SNORD43 entre os doentes com hepatite Crónica C e ainda 
uma significativa diferença de expressão entre os doentes e a linha celular HuH-7 (não 
infecção).  
Desta forma, o estudo foi aprofundado através da aplicação do algoritmo 2
-ΔΔCt
, no qual a 
quantificação do ath-MIR390a sintético (referência exógena para normalização) permitiu 
a própria normalização do SNORD43, e assim averiguar apenas a sua variabilidade 
biológica (ver Figura 14) (K. J. Livak & Schmittgen, 2001).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os resultados obtidos indicaram uma diferença de expressão média de 1,08X entre os dois 
grupos de amostras (doentes com hepatite crónica C versus HuH-7), sem significado 
estatístico (teste t-Student não emparelhado com p=0,6575). Contudo, a variabilidade na 
expressão do SNORD43 entre os doentes continuou a ser significativa: valores 2
-∆∆Ct
 
Figura 14. Variabilidade na Expressão do SNORD43. Quantificação relativa do RNA SNORD43 
nas amostras de tecido hepático dos Doentes com Hepatite Crónica C, realizada através de RT-qPCR 
em tempo real. A notação Cycle threshold (Ct) é equivalente à Cq (Ciclo de quantificação). No 
gráfico são apresentados os valores de 2-∆∆Ct por amostra, e correspondentes à diferença entre o valor 
do Cq do SNORD43de cada amostra (normalizado ao Cq do ath-MIR390a sintético), e o Cq do 
SNORD43 na amostra HuH-7 (também normalizado ao Cq do ath-MIR390a sintético). A linha 
celular HuH-7 foi utilizada como amostra controlo de “não infecção pelo VHC” (amostra calibrante).  
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apresentaram um CV=43,59% (ver Figura 14 relativa à distribuição dos valores de 2
-∆∆Ct
 
individuais/amostra)
 25
.  
Devido ao reduzido conhecimento sobre a expressão e função dos pequenos RNA 
nucleolares 
26
 foi impossível avaliar o significado biológico da diferença de expressão 
1,08X obtida entre amostras versus HuH-7. Por outro lado a verificação de uma elevada 
variabilidade biológica entre os indivíduos (CV= 43,59%), inibiu a aplicação no presente 
trabalho do SNORD43 como referência endógena de normalização.  
 
 
4. QUANTIFICAÇÃO DOS MICRORNAS NO TECIDO HEPÁTICO DOS 
DOENTES COM HEPATITE CRÓNICA C 
 
4.1 Desenho Experimental  
 
Após o desenvolvimento e optimização do protocolo experimental do RT-qPCR (ver 
acima), pacientes e controlos, puderam ser analisados relativamente à expressão do miR-
122 e do miR-22. O miR-22 foi incluído no estudo com o objectivo de monitorização a 
especificidade do teste de correlação entre a expressão do miR-122 e a replicação do 
RNA - à semelhança do miR-122, o miR-22 apresenta elevada expressão no tecido 
hepático (Liang et al., 2007; Shingara et al., 2005) mas, não possui na sua sequência 
seeds para o RNA genómico do VHC não sendo conhecida associação entre o miR-22 e o 
RNA-VHC.  
Na Tabela 9 encontra-se o desenho experimental executado. Devido aos resultados dúbios 
da adequabilidade do SNORD43 como RNA de referência endógena (ver secção 3 
acima), foi decidido executar a normalização dos dados através do ath-MIR390a 
Sintético. 
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 Segundo o fabricante do ensaio SNORD43, é esperado apenas um CV ≈ 5,0% entre diferentes tecidos 
“normais” (estudo com n=38) do organismo, mas não é apresentado qualquer estudo de variabilidade entre 
indivíduos. 
26
 Família à qual pertence o SNORD43. 
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Foi necessário efectuar uma análise prévia sobre a existência ou não da inibição no RT-
qPCR, e que consistiu num pequeno estudo na quantificação de RNA de referência 
exógena em RNA total de tecido hepático
27
 versus H2O pura.  
Na tabela 10 encontram-se os resultados obtidos do estudo desenvolvido através da 
adição de uma quantidade fixa de RNA sintético ath-MIR390a no meio da reacção de RT 
a executar em dois tipos de amostras: 10ng de RNA total hepático e H2O pura. Nos 
resultados alcançados, observa-se que nos dois tipos de amostras os Cq obtidos são 
similares - um resultado que indicou a ausência de existência de inibição do RT-qPCR, e 
que foi reforçado pelo facto de se verificar que é independente do factor de diluição (1:1 
ou 1:100) (Nolan et al., 2006). O resultado foi estendido às amostras de RNA total 
extraídas do tecido hepático dos doentes com Hepatite Crónica C e controlos.  
 
 
 
 
                                                 
27
 Mus musculus. 
Tabela 9.   Desenho Experimental no Estudo da Expressão do miR-122 e miR-
22 no Fígado de Doentes com Hepatite Crónica C 
 
 DOENÇA CONTROLO 
Grupos de estudo Hepatite Crónica C Fígado normal 
Hepatite 
Granulomatosa 
HuH-7
1
 
Dimensão 
(n.º amostras) 
20 1 1 1 
Condições 
experimentais 
 Infecção HCV-1b 
 Sem cirrose 
 Sem neoplasia 
hepática 
 Sem terapêutica 
anti-viral 
 Sem infecção viral 
 Sem cirrose 
 Sem neoplasia hepática 
 Sem terapêutica anti-viral 
 Sem Infecção 
HCV-1b 
 Sem terapêutica 
anti-viral 
Replicados 
biológicos 
20 0 
R
ep
li
ca
d
o
s 
té
c
n
ic
o
s 
Extracção 0 
RT
2
 2 
qPCR
3
 2 
microRNA alvo hsa-miR-122  
microRNA 
controlo 
hsa-miR-22  
microRNA 
referência para 
normalização 
Oligorribonucleótido sintético ath-MIR390a 
Legenda. 1) HuH-7 - linha celular de Hepatocarcinoma humano; 2) RT - transcrição reversa do RT-qPCR em tempo 
real; 3) qPCR – reacção de polimerização em cadeia quantitativa do RT-qPCR em tempo real; hsa-miR-122 (miR-
122 humano); hsa-miR-22 (miR-22 humano). 
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Foi postulado que a eficiência da reacção do qPCR na quantificação do ath-MIR390a era 
similar às dos miR-122 e miR-22 (metodologia implementada por outros autores (C Chen 
et al., 2005))
28
. A aplicação do postulado permitiu reduzir o número de curvas de 
calibração necessárias na quantificação dos três miRs, tendo sido executada uma curva de 
calibração constituída por 5 diluições padrão, de factor 10, que incluiu o Intervalo 
Dinâmico de Quantificação acima estabelecido: de 9,48E+06 a 948 cópias de RNA 
sintético ath-MIR390a. 
Num mesmo ensaio de qPCR, e consoante o miR amplificado, o limiar de fluorescência 
foi estabelecido para 3 conjuntos de reacções qPCR integrando sempre a curva padrão. 
Na quantificação por RT-qPCR dos miRs, foram realizados 2 RT-qPCR por amostra: em 
dois ensaios independentes executaram-se 2 réplicas da reacção do RT (RT1 e RT2), e 
cada uma foi analisada subsequentemente em 2 qPCRs independentes (ambos com 2 
replicados técnicos cada). Devido ao espaço na placa de reacção do qPCR, o total de 20 
amostras e 3 controlos tiveram que ser divididos em dois grupos (qPCR1 e qPCR2) 
originando por isso 4 qPCRs independentes: RT1-qPCR1, RT1-qPCR2 e RT2-qPCR1 e 
RT2-qPCR2. Os resultados (Cq) encontram-se em documento anexo (Anexo I). 
 
4.2 Desempenho do RT-qPCR em Tempo Real 
 
Na Tabela 11 encontram-se os dados relativos à avaliação dos 4 ensaios de qPCR 
realizados para a quantificação dos miRs. 
A robustez dos ensaios qPCR foi verificada, com excepção do ensaio RT1-qPCR1 na 
quantificação do ath-MIR390a, no qual o NTC apresentou um acréscimo de fluorescência 
residual contudo revelando-se inespecífica, com um Cq (37,04) maior que o cut-off 5Cqs 
+ 31,37 (o maior Cq obtido nas amostras - ver anexo I). 
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 Um dos aspectos que sustenta o enunciado, é a similitude da dimensão dos tamanhos dos amplicões 
produzidos, (o miR-122 e o miR-22 apenas diferem do ath-MIR390a em 2 e 1 nucleótidos respectivamente; 
possuindo os três 23, 22 e 21 nucleótidos respectivamente). 
Tabela 10.  Estudo da Presença de Inibidores do qPCR 
em Amostras de Tecido Hepático 
 Cq 
AMOSTRAa + 175,0  pg ath-MIR390a  9,21 
H2O + 175,0 pg ath-MIR390a  9,29 
AMOSTRA + 1,75 pg ath-MIR390a 15,72 
H2O + 1,75 pg ath-MIR390a 15,49 
No-RTC b  Neg
 
NTC c 37,82 
Legenda. a) RNA total de 15 mg de tecido hepático de Mus musculus ao qual foi 
adicionado 175,0g de ath-MIR390a após extracção e antes da realização do RT; b) 
Controlo negativo da transcrição reversa; c) Controlo negativo do RT-qPCR.  
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As rectas ajustadas aos dados das variáveis y(Cq) versus x(Log10 n.º de cópias das 
diluições padrão) pela regressão linear, apresentam um excelente coeficiente de 
determinação com r
2
<0,99 em todas as rectas (o estudo do ajustamento das rectas 
encontra-se desenvolvido no anexo II). Do declive das rectas obteve-se a eficiência do 
qPCR nas curvas de calibração dos 4 ensaios qPCR (praticamente idênticas entre os miR 
estudados), e das quais metade (2) apresentaram valores de eficiência 88<E(%)<89. Os 
ensaios foram incluídos na análise. 
Destaca-se os excelentes resultados obtidos na precisão. Observou-se boa repetibilidade, 
com valores de CV abaixo de 10% (nos Cqs s<0,25), com 0,29<CV(%)<7,34 do nº de 
cópias na quantificação do ath-MIR390a (0,0045<s<0,11), 0,21<CV(%)<8,42 
(0,0033<s<0,13) na quantificação do miR-122, e finalmente 0,22<CV(%)<7,95 
(0,0045<s<0,11) na quantificação  do miR-22.  
Foi também observada uma excelente reprodutibilidade com valores CV muito abaixo de 
20%: 4,55<CV(%)<11,89 do n.º de cópias na quantificação do ath-MIR390a, 
3,98<CV(%)<13,59 para o miR-122, e 3,42<CV(%)<11,88 para o miR-22 – resultados 
que indicaram que as quantificações de cada miR obtidas nos 4 ensaios qPCR podiam ser 
comparados entre si. (No teste de F as diferenças dos declives das rectas ajustadas pela 
regressão linear aos dados da curva padrão nos 4 ensaios de qPCR, não apresentaram 
significado estatístico; resultado que reforçou o obtido no estudo dos coeficientes de 
variação inter-ensaio.) A exactidão na quantificação dos três miRs teve a mesma 
expressão que a observada na secção 2 do presente capítulo: 0,8% de erro no global com 
IC (95%)=[-31,4%;33,1%] na quantificação do ath-MIR390a, 1,2% de erro com 
IC(95%)=[-33,1%;35,3%] para o miR-122 e 0,9% com IC(95%)=[-31,8%;33,6] para 
miR-22. 
 
4.3 Quantificação 
 
A partir das equações obtidas das regressões lineares das curvas de calibração, foi 
efectuada a quantificação absoluta do n.º de cópias/10ng de RNA total (ver Anexo III). A 
expressão do miR-122 apresentou uma média geométrica total de 8,73E+04 cópias com 
IC(95%) = [6,42E+4; 1,18E+5] cópias, e a do miR-22 uma média geométrica de 
2,28E+4cópias com IC(95%) = [1,63E+4; 3,183E+4] cópias. Com CV em ambos de cerca 
~100%. Na Figura 16-A observa-se a dispersão do n.º de cópias absoluto dos dois miRs.  
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Tabela 11.  Desempenho do RT-qPCR na Quantificação dos MicroRNAs  
  
 
ath-MIR390a miR-122 miR-22 
RT1 RT2 RT1 RT2 RT1 RT2 
PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 
Limiar ΔRn 0,187 0,387 0,185 0,185 0,448 0,218 0,401 0,310 0,304 0,293 0,226 0,132 
NTC 37,04 neg neg neg neg Neg neg neg neg neg neg neg 
r2 0,996 0,993 0,992 0,995 0,998 0,991 0,991 0,995 0,997 0,992 0,991 0,995 
a -3,535 -3,627 -3,515 -3,645 -3,571 -3,628 -3,464 -3,655 -3,565 -3,625 -3,502 -3,649 
b 43,05 45,05 43,26 43,95 44,69 44,10 44,40 44,86 43,99 44,55 43,53 43,45 
E (%) 91 89 93 88 91 89 94 88 91 89 93 88 
C
V
 (
%
) 
in
tr
a
-e
n
sa
io
 
9,48E+06 2,598 - 4,372 3,716 7,588 - 0,235 4,133 2,995 - 4,666 4,746 
9,48E+05 7,341 2,424 5,440 1,027 6,656 2,849 4,248 1,230 7,706 2,474 6,569 0,933 
9,48E+04 - 2,963 6,245 0,286 - 4,248 7,377 0,209 - 2,798 7,946 0,388 
9,48E+03 4,007 3,228 - 2,019 8,424 1,135 - 2,735 5,614 1,177 - 1,401 
9,48E+02 0,907 1,625 - - 4,835 1,463 - - 2,854 0,216 - - 
C
V
 (
%
) 
in
te
r
-e
n
sa
io
 
9,48E+06 8,847 11,30 11,02 
9,48E+05 11,89 7,128 11,88 
9,48E+04 5,478 7,602 7,130 
9,48E+03 4,551 3,982 3,419 
9,48E+02 9,805 13,59 11,84 
Teste F 
a iguais? 
(valor-p) 
0,370 0,549 0,346 
Erro (%) 0,831 1,162 0,927 
Legenda. Dados referentes à avaliação das curvas de calibração do RNA sintético ath-MIR390a analisadas em 4 
ensaios qPCR para a quantificação de ath-MIR390a, miR-122 e miR-22. Limiar ΔRn) O limiar de fluorescência; NTC) 
Controlo negativo do RT-qPCR; r2) O coeficiente de determinação da regressão linear aplicada às observações das 
variáveis y(Cq) versus x(Log10 n.º de cópias das diluições padrão); a) declive da melhor recta; b) ordenada do ponto de 
intersecção quando x=0; E) Eficiência do qPCR (valores de eficiência aceitáveis entre 90% a 110% correspondentes a (-
3,100) > a >(-3,580)); CV) coeficiente de variação (limites aceitáveis 10,0%<CV(intra-ensaio)<20% e 15,0%<CV(intra-
ensaio)<30%); Diluições [9,48E+06; 9,48E+02]) correspondem às 5 diluições padrão da curva de calibração. Células 
destacadas indicam valores não esperados no desempenho do RT-qPCR. 
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Na Figura 15-B observa-se a dispersão do n.º de cópias normalizado dos dois miRs e na 
Tabela 12 encontram-se os valores individuais para cada amostra analisada. 
Após normalização do n.º de cópias absoluto (quociente entre o n.º de cópias absoluto do 
miR-122 (ou miR-22) e o n.º de cópias absoluto do ath-MIR390a), foi obtida uma média 
total de 18,66 cópias normalizadas do miR-122 com IC(95%)= [14,16;23,16] e uma 
média de 4,782 cópias normalizadas para o miR-22 com IC(95%)=[ 3,767; 5,797]. O 
coeficiente de variação apresenta uma redução de metade da variação dos dados 
(explicada pela remoção da variabilidade técnica): CVmiR-122= 51,55% e CVmiR-
22=45,35%. No gráfico 15 é possível visualizar em como a normalização pelo ath-
MIR390a sintético não altera as diferenças de expressão observadas entre o miR-122 e o 
miR-22, mas altera as diferenças entre os níveis de expressão dos miRs em cada amostra, 
detectada no gráfico pela alteração nos outliers observados. 
A análise dos dois gráficos de dispersão e dos respectivos resultados individuais permitiu 
concluir que o processo de normalização dos dados, permite corrigir a variação 
experimental, tendo sido adoptado para a análise subsequente dos dados.  
Na Figura 15-B também se pôde observar a diferença entre o nível de expressão do miR-
122 e miR-22. Esta diferença pôde ser avaliada através da comparação dos valores 
medianos, tendo sido estimado que o nível de expressão do miR-122 seja cerca de 4,5X 
maior que o nível de expressão do miR-22 nos doentes com Hepatite Crónica C 
estudados, diferença com significado estatístico (Teste de Mann-Whitney p<0,0001). 
 
 
 
 
Figura 15. Nível de expressão do miR-122 e miR-22 no Tecido Hepático 
dos Doentes com Hepatite Crónica C. Legenda: A) Número de cópias 
absolutas em 10ng de RNA total; e B) Número de cópias normalizadas ao ath-
MIR390a sintético, em 10ng de RNA total; hsa-miR-122 (miR-122 humano); 
hsa-miR-22 (miR-22 humano). Caixa de bigodes de Tukey, com mediana. 
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Os doentes com Hepatite Crónica C apresentam uma considerável variabilidade biológica 
na expressão do miR-122. Na figura 17 é possível observar a amplitude da dispersão dos 
dados, assinalando-se dois outliers (n=5 e 10, com o número de cópias normalizado de 
41,010±2,9 e 41,743±2,1. (É discutível se numa pequena amostra populacional de dados é 
adequado ou não remover da análise estatística os outliers. No presente trabalho foi 
decidido não excluir os 2 outliers e optou-se por realizar testes não paramétricos.) 
 
 
 
 
Tabela. 12       Quantificação do miR-122 e miR-22 no Tecido Hepático dos 
Doentes com Hepatite Crónica C  
Amostra 
miR-122 
(n.º de cópias/10ng) 
1 
miR-22 
(n.º de cópias/10ng) 
1
 
Média s Média S 
H
ep
a
ti
te
 C
ró
n
ic
a
 C
 
1 21,511 1,1 2,1928 0,86 
2 11,823 0,82 4,8566 0,83 
3 21,317 1,4 6,3682 0,81 
4 14,239 1,2 5,4070 0,80 
5 41,010 2,9 5,6298 0,98 
6 21,461 1,2 5,9477 0,77 
7 10,823 0,75 9,1654 0,80 
8 25,451 0,95 6,9011 0,96 
9 10,934 0,88 4,2002 0,75 
10 41,743 2,1 8,6405 0,94 
11 12,655 1,0 3,5622 0,85 
12 18,283 1,3 7,6403 1,0 
13 22,614 0,85 3,1091 1,0 
14 21,288 1,4 4,2932 0,94 
15 16,994 0,79 3,9102 1,2 
16 19,701 1,9 2,1644 1,3 
17 7,1616 0,81 2,0007 0,75 
18 9,0223 0,75 3,6299 0,87 
19 5,2446 1,1 1,7707 0,14 
20 19,899 1,1 4,2449 1,0 
C
o
n
tr
o
lo
s Normal 
2
 32,262 1,1 4,5648 0,78 
HG 
3
 10,959 0,91 1,5086 1,2 
HuH-7
 4
 2,9834 0,78 5,4905 0,85 
Legenda. 1) Nº de cópias normalizado pelo número de cópias do RNA de referência exógeno (RNA sintético 
ath-MIR390a), com desvio padrão (s) propagado. 2) Normal – tecido hepático saudável FirstChoice® Total 
RNA Human Normal Liver (Ambion, Austin); 3) HG – Hepatite Granulomatosa 4) HuH-7 - Linha celular de 
Hepatocarcinoma humano. 
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O número de cópias normalizado do miR-122 nos doentes com Hepatite Crónica C é 
menor (mediana=18,992) que o número obtido para o controlo “tecido hepático saudável” 
(32,262), porém é substancialmente maior que o expresso pelos hepatócitos da linha 
celular HuH-7 (2,9834). Embora menor, também se verificou uma diferença entre doentes 
e o controlo “Hepatite Granulomatosa” (10,959) (ver Figura 16). As diferenças na 
expressão do miR-122 entre as amostras dos doentes e os controlos acima mencionados 
são estatisticamente significativas (Teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon - Wilcoxon 
Signed-Rank Test - com p<0,0001, p=0,0002 e p=0,0023 respectivamente) (ver Anexo 
III).  
O miR-22 também apresentou dispersão de dados no número de cópias quantificadas nos 
doentes com Hepatite Crónica C estudados (ver Figura 17).  
 
Figura 16. Expressão do miR-122 
Hepático na Hepatite Crónica C e 
Controlos. Gráfico de dispersão do nº 
de cópias normalizado do miR-122  no 
tecido hepático de doentes com 
Hepatite Crónica C (n=20).  
Legenda: No eixo das ordenadas à 
direita encontram-se assinalados os 3 
níveis de expressão do miR-122 
correspondentes aos três controlos da 
infecção pelo VHC estudados: tecido 
hepático saudável (FirstChoice® Total 
RNA Human Normal Liver, Ambion, 
Austin), Hepatite Granulomatosa sem 
infecção pelo VHC e de células HuH-7 
- linha celular de Hepatocarcinoma 
humano. hsa-miR-122 (miR-122 
humano). Caixa de bigodes de Tukey, 
com mediana. 
Figura 17. Expressão do miR-22 
Hepático na Hepatite Crónica C e 
Controlos. Gráfico de dispersão do nº 
de cópias normalizado do miR-22 no 
tecido hepático de doentes com 
Hepatite Crónica C (n=20).  
Legenda: no eixo das ordenadas à 
direita encontram-se assinalados os 3 
níveis de expressão do miR-22 
correspondentes aos três controlos da 
infecção pelo VHC estudados: tecido 
hepático saudável (FirstChoice® 
Total RNA Human Normal Liver, 
Ambion, Austin), Hepatite 
Granulomatosa sem infecção pelo 
VHC e de células HuH-7 - linha 
celular de Hepatocarcinoma humano. 
hsa-miR-22 (miR-22 humano). Caixa 
de bigodes de Tukey, com mediana. 
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Observou-se que o nível médio de expressão do miR-22 nos doentes (4,7818) era muito 
aproximado do número de cópias obtido no controlo “tecido hepático saudável” (4,5648) 
e linha celular HuH-7 (5,4905). Um resultado importante já que miR-22 foi escolhido 
como controlo e que por isso não poderia diferir na sua expressão entre as condições 
experimentais “presença infecção pelo VHC” e “ausência de infecção pelo VHC”. 
Todavia, verificou-se que a expressão do miR-22 no controlo “Hepatite Granulomatosa” 
(1,5086) era estatisticamente diferente da dos doentes (Teste t Student p<0,001) (ver 
Anexo III). 
 
 
5. TESTE DE CORRELAÇÃO ENTRE OS NÍVEIS DE EXPRESSÃO DOS 
MICRORNAS E OS DADOS CLÍNICOS DA HEPATITE CRÓNICA C 
 
Foram efectuados testes de correlação entre os dados clínicos
29
 e o nº de cópias 
normalizado do miR-122 e miR-22 (ver Anexo IV), para averiguar as possíveis 
associações entre os diferentes parâmetros de patologia analisados e os perfis de 
expressão dos miRs. O teste de correlação de Spearman foi escolhido dado a não 
normalidade de alguns conjuntos de dados. A Tabela 13 sumariza os resultados 
estatisticamente significativos (coeficientes de correlação ρ>±0,500 com p<0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
29
 Os dados epidemiológicos, histológicos, bioquímicos e serológicos que caracterizaram a população 
amostral dos 20 doentes com Hepatite Crónica C estudados, encontram-se reunidos em Apêndice. Os dados 
clínicos que caracterizam a hepatite crónica C nos 20 doentes estudados são da autoria de Jorge Peneda 
(Departamento Promoção da Saúde e Doenças Crónicas, INSA), Mário Oliveira e José Silva (Serviço 
Anatomia Patológica, Hospital de São José, Centro Hospitalar de Lisboa Central, Lisboa), Isabel Redondo e 
Filipe Calinas (Serviço Gastrenterologia Hospital dos Capuchos, Centro Hospitalar de Lisboa Central, 
Lisboa), e Luciana Costa (Departamento Promoção da Saúde e Doenças Crónicas, INSA). 
Tabela 13.           Teste de Correlação de Spearman 
 miR-122 
Idade 
Coeficiente de Spearman - 0,543 * 
valor-p 0,013 
N 20 
 miR-22 
Hepatite Interface 
Coeficiente de Spearman 0,624 ** 
valor-p 0,003 
N 20 
Inflamação Portal 
Coeficiente de Spearman 0, 537 * 
valor-p 0,015 
N 20 
Índice de Actividade Histológica 
Coeficiente de Spearman 0,568 ** 
valor-p 0,009 
N 20 
Legenda. * - Correlação significativa α= 0,05 (bi-caudais); ** - Correlação significativa α= 0,01 
(bi-caudais); N – dimensão da população estudada. 
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Todavia, não foi obtida a associação esperada entre o nº de cópias normalizado do miR-
122 hepático e a virémia serológica do VHC-1b nos doentes com Hepatite Crónica C 
(ρ=0,021 com p=0,93) (ver Figura 18). O nível de expressão do miR-122 apresentou 
apenas correlação dados com o parâmetro epidemiológico “Idade” (ρ= -0,543 com 
p=0,013). 
 
 
Como esperado não foi obtida uma correlação entre nº de cópias do miR-22 (controlo) e a 
virémia do VHC-1b (ρ=0,0918 com p=0,7004). Porém, o teste de correlação revelou uma 
importante correlação positiva entre o nº de cópias do miR-22 e os parâmetros de 
histopatologia: Hepatite Interface (ρ=0,624; p=0,003) e Inflamação Portal (ρ=0,537; 
p=0,015). O posterior estudo sobre a linearidade daquelas associações, através da 
regressão linear dos dados de cada par de variáveis (ver Figura 19), demonstrou um mau 
ajustamento de ambas as rectas, revelando que as associações de dados não são 
explicáveis por um modelo linear. 
 
Figura 19. Regressão Linear Entre a miR-22 Hepático e a Inflamação Portal e Hepatite Interface na 
Hepatite Crónica C. Na figura observa-se a melhor recta ajustada ao número de cópias do miR-22 versus 
Inflamação Portal e ao número de cópias do miR-22 versus Hepatite Interface. Legenda. r2 ) coeficiente de 
determinação; hsa-miR-22) miR-22 humano. 
Figura 18. Associação Entre a Virémia 
Serológica do VHC-1b e o n.º de Cópias 
Normalizado do miR-122 Hepático, na 
Hepatite Crónica C.  
Teste de correlação de Spearman com 
ρ=0,021e p = 0,9298. Legenda: hsa-miR-122) 
miR-122 humano. 
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IV – DISCUSSÃO 
 
 
O presente trabalho teve como objectivo estudar in vivo a possível associação entre o 
perfil de expressão do miR-122 e os níveis de RNA genómico do VHC-1b, no fígado de 
doentes com hepatite crónica C. Os resultados aqui apresentados poderão de alguma 
forma contribuir para melhorar a actual compreensão da doença hepatite crónica C e do 
potencial papel do miR-122 como alvo terapêutico anti-VHC.  
O perfil de expressão hepático do miR-22 foi também avaliado para controlo 
experimental do trabalho, contudo um importante resultado obtido no estudo deste miR 
permitiu alargar o objectivo inicialmente traçado no sentido de compreender a sua 
importância na histopatologia da Hepatite Crónica C. 
Procede-se à discussão dos principais resultados obtidos no desenho, optimização e 
implementação de protocolo experimental RT-qPCR em Tempo Real para quantificação 
de microRNAs, bem como dos resultados obtidos no estudo do perfil de expressão 
hepático do miR-122 e do miR-22. 
 
 
1. ENSAIO RT-qPCR EM TEMPO REAL NA QUANTIFICAÇÃO DE 
MICRORNAS 
 
Resumo do ensaio RT-qPCR em tempo real implementado. 
 
No presente trabalho foi desenvolvido e implementado de novo protocolo experimental de 
RT-qPCR em tempo real para a quantificação de microRNAs em biopsias de tecido 
hepático. 
 
O ensaio RT-qPCR seguiu uma estratégia de quantificação baseada no método do ciclo 
do limiar de fluorescência. Os Cq obtidos foram utilizados para estimação do número de 
cópias dos miRs, com recurso a uma curva de calibração de RNA externa constituída por 
um conjunto de diluições seriadas de factor 10, de um oligorribonucleótido sintético puro 
(Bustin, 2000; C Chen et al., 2005; Liang et al., 2007; M. W. Pfaffl et al., 2002). Na 
química utilizada no ensaio, a transcriptase reversa MultiScribe™ foi usada para a 
reacção de RT, na qual o primming foi alcançado através de um RT-primer específico, e a 
detecção do cDNA amplificado realizada através de emissão de fluorescência FAM das 
sondas Taqman® específicas. Todas as amostras foram analisadas a partir de 10ng 
iniciais de RNA total, e no pré-processamento de dados, os valores do n.º cópias miR 
absolutos foram normalizados a uma referência exógena (um oligorribonucleótido 
sintético e com sequência de um miR alienígena à amostra, adicionado às amostras 
estudadas no início da extracção do RNA e numa quantidade fixa optimizada).  
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Optimização do protocolo experimental 
 
Após optimização dos procedimentos de lise celular e extracção, foram obtidos excelentes 
resultados na pureza das soluções de RNA total obtidas das biopsias de tecido hepático. 
De igual forma o RNA total extraído apresentou excelente integridade física, permitindo 
afirmar a adequabilidade do protocolo experimental desenvolvido para a colheita, 
armazenamento, homogeneização e extracção do RNA total das amostras de tecido 
hepático. Verificou-se que a quantidade obtida de RNA total foi menor nos doentes com 
hepatite crónica C comparativamente com as amostras de tecido hepático normal, 
contudo, este resultado não foi inesperado tendo sido atribuível à característica da 
histopatologia da hepatite crónica C: uma menor densidade celular no parênquima do 
tecido hepático.  
Na implementação do ensaio RT-qPCR em tempo real foi necessário avaliar um conjunto 
de importantes parâmetros de qualidade e desempenho: robustez, precisão e exactidão, 
especificidade e sensibilidade. Destaca-se a excelente precisão obtida no ensaio, 
reflectindo um adequado protocolo experimental. Dos resultados obtidos quanto à 
precisão e robustez do RT-qPCR em tempo real, pôde ser determinado o limite de 
linearidade do mesmo e por consequência o Intervalo Dinâmico de Quantificação do 
ensaio: [9,48E+06; 9,48+02]cópias. Acima ou abaixo daquelas quantidades o ensaio RT-
PCR embora detecte os miRs, não quantifica correctamente as suas quantidades.  Por 
outro lado, observou-se o limite de detecção (LOD) do ensaio deverá encontrar-se entre 
948 cópias e as 94,8cópias, sendo necessário contudo desenvolver o estudo realizado, de 
forma a fixar o LOD no limite detectado. O estudo da especificidade do RT-qPCR em 
tempo real, efectuado através de uma amostra controlo negativo para os miRs de interesse 
(Sacaromyces cerevisae), demonstrou que os ensaios Taqman® utilizados para o miR-
122, miR-22 e ath-MIR390a, são específicos, não tendo sido observado verdadeiros falsos 
positivos no RT-qPCR. A exactidão do ensaio RT-qPCR foi também calculada, tendo 
sido demonstrado um erro total de -1,5% na quantificação mas com um intervalo de 
confiança de [-36,4%; a 34,8%] para α=0,05. Uma magnitude de valores que se enquadra 
na reacção em cadeia do PCR, que amplifica e propaga qualquer erro, contudo, são 
necessários mais estudos para quantificar e fixar o erro do ensaio RT-qPCR desenvolvido. 
Apesar da excelente precisão na quantificação, a variabilidade técnica introduzida pelo 
processo experimental do ensaio RT-qPCR, revelou-se significativa, justificando a 
necessidade de normalização dos resultados obtidos pelo ensaio. O pequeno RNA 
nucleolar SNORD43 foi investigado como possível referência endógena para 
normalização nas amostras dos doentes com hepatite crónica C. Tendo sido demonstrado 
de como aquele RNA apresenta significativa variabilidade biológica entre os doentes com 
hepatite crónica C (CV=~50%). Seria preciso estudar um maior número de indivíduos 
para determinar se esta variabilidade é imputável a questões de hereditariedade genética 
na população ou se está associada à doença (tendo sido observada um pequena diferença 
de expressão entre no perfil do SNORD43 dos doentes e o medido na linha celular HuH-
7). Aquele estudo não foi possível de executar, e na ausência de bibliografia sobre o 
assunto, o processo de normalização dos resultados foi executado através de uma 
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referência exógena: a introdução nas amostras, de numa quantidade fixa de um controlo 
interno positivo (um oligorribonucleótido sintético e alienígena à amostra). 
 
Com o desenho, a implementação e a optimização do procedimento experimental da 
quantificação de miRs por RT-qPCR em tempo real, foi possível realizar o estudo do 
perfil dos microRNAs miR-122 e miR-22 no tecido hepático de doentes com hepatite 
crónica C. 
 
 
2. PERFIL DE EXPRESSÃO DOS MICRORNAS, miR-122 E miR-22 
 
Após o estabelecimento do ensaio RT-qPCR em tempo real, para a quantificação de 
microRNAs, foram obtidos os perfis de expressão dos miR-122 e miR-22 nas amostras de 
tecido hepático de doentes com hepatite crónica C.  
 
2.1 Conclusões 
 
- As amostras dos 20 doentes com Hepatite Crónica C apresentam uma quantidade média 
de 18,66 cópias normalizadas de miR-122 /10ngde RNAtotal (IC(95%)= [14,16; 23,16]), 
e uma média de 4,782 cópias normalizadas de miR-22/10ng de RNA total (IC(95%)=[ 
3,767; 5,797]). 
- Observa-se dispersão de dados entre os indivíduos estudados: CVmiR-122= 51,55% e 
CVmiR-22=45,35%, indicando uma considerável variabilidade biológica entre indivíduos 
na expressão daqueles miRs. 
- Assinala-se que a diferença estatisticamente significativa de (- 4,5)X expressão do miR-
22 no tecido hepático relativamente ao miR-122, uma diferença esperada (Chang et al., 
2004; Lagos-Quintana et al., 2002; Landgraf et al., 2007; Randall et al., 2007; Sempere et 
al., 2004; Shingara et al., 2005). 
- Devido ao facto do estudo apresentar apenas um replicado biológico para cada controlo 
(devida à grande dificuldade na obtenção dos mesmos), não pôde ser efectuada qualquer 
conclusão na comparação dos seus perfis de expressão dos miR-122 e miR-22 com os 
perfis de expressão nos doentes com hepatite crónica C. Todavia tendo em conta a 
crescente bibliografia na área do miR-122 e alguns resultados coincidentes com os 
alcançados no presente trabalho, apontam-se algumas conclusões provisórias: a média da 
quantidade do miR-122 no tecido hepático dos indivíduos com Hepatite Crónica C, é 
menor que no tecido normal, e maior que em doenças como o carcinoma hepatocelular 
(Bai et al., 2009; Chang et al., 2008; Jopling et al., 2005; Sarasin-Filipowicz et al., 2009). 
- Da aplicação do teste de correlação, observou-se que o perfil de expressão do miR-122 
apresenta uma correlação negativa e significativa com o parâmetro Idade. Porém, não foi 
observada correlação com a virémia do VHC-1b. O perfil de expressão do miR-22 
apresenta uma correlação significativa com a actividade necro-inflamatória no tecido 
hepático dos doentes com hepatite crónica C, e como esperado não apresenta associação 
com a virémia do VHC-1b 
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2.1 Discussão  
 
miR-122  
 
A quantificação do miR-122 nos doentes com Hepatite Crónica C permitiu apurar a 
inexistência de correlação entre o nível de expressão hepática do miR-122 e virémia 
serológica do VHC-1b. Este resultado não era esperado dadas as observações previamente 
descritas na literatura o, btidas in vitro (Jopling et al., 2005). Contudo, o resultado obtido 
de não correlação está em acordo com o descrito num trabalho similar, e publicado 
recentemente (Sarasin-Filipowicz et al., 2009). Naquela publicação, a hipótese levantada 
para a ausência de correlação entre a expressão do miR-122 e a taxa de replicação do 
RNA genómico do VHC, quer no soro quer no tecido hepático dos doentes com Hepatite 
Crónica C, centra-se na possibilidade da ocorrência de um segundo efeito de regulação, 
sobreponível ao do miR-122: no tecido hepático com infecção crónica pelo VHC deverá 
ocorrer a expressão de outros factores celulares que também influenciam a replicação do 
RNA genómico do VHC, e cujo efeito regulador poderá ser superior ao efeito do miR-
122. A provar a veracidade desta hipótese, os potenciais factores celulares reguladores da 
replicação viral do VHC deverão encontrar-se sub-expressos ou suprimidos no modelo de 
estudo in vitro (HuH-7), de forma a justificar a regulação do miR-122 observada in vitro 
(Jopling et al., 2005).  
Dos estudos in vitro (Jopling et al., 2005) foi também possível verificar que o reduzido 
nível de expressão do miR-122 nas células HuH-7 é suficiente para permitir uma eficiente 
replicação do VHC. Esta observação indicia um potencial efeito regulador indirecto do 
miR-122 na replicação viral do VHC, e que deverá ser conseguido através da regulação 
da expressão de proteínas celulares inibidoras da replicação viral. Por outro lado, no 
tecido hepático dos doentes com Hepatite Crónica C foi observado que os níveis de 
expressão do miR-122 são superiores ao verificado na linha celular HuH-7. Estes dois 
aspectos contrários permitiram elaborar uma segunda hipótese explicativa para a ausência 
de correlação entre o miR-122 e o VHC. Esta hipótese baseia-se na ocorrência de uma 
hipotética saturação do efeito regulador exercido pelo miR-122 na regulação positiva da 
replicação do VHC. Sendo sugerido que o efeito da modulação positiva na taxa de 
replicação do RNA genómico do VHC possua um limite superior, associado a um 
reduzido número de cópias do miR-122, e que acima do qual não ocorrerão alterações 
significativas na eficiência da taxa de replicação viral do VHC imputáveis à acção directa 
do miR-122.  
A complexidade da interacção entre o genoma do VHC e a célula hospedeira, bem como 
os resultados alcançados no presente trabalho, justificam a implementação de novos 
estudos, nomeadamente em modelos animais adequados, que permitam esclarecer qual o 
papel do miR-122 na patologia associada à infecção pelo VHC. A pesquisa do mecanismo 
molecular através do qual o miR-122 exerce a modelação positiva na replicação do RNA 
genómico do VHC, promete esclarecer a função do miR-122 na replicação in vivo do 
VHC (Villanueva et al., 2010). Todavia, é importante salientar que a inexistência de 
correlação entre os níveis de expressão do miR-122 hepático e os níveis de RNA 
genómico do VHC nos doentes com Hepatite Crónica C aqui encontrada, não permite 
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questionar os resultados obtidos entretanto in vitro, e que demonstram inequivocamente o 
efeito positivo da associação do miR-122 à região 5’UTR do RNA genómico do VHC na 
replicação viral (Jopling et al., 2008; Jopling et al., 2005; Villanueva et al., 2010). Por 
outro lado, a inibição funcional do miR-122 hepático, com a supressão da sua expressão 
celular, encontra-se sem dúvida associada à diminuição da taxa de replicação do VHC, 
justificando os actuais esforços no desenvolvimento de testes clínicos a potenciais agentes 
terapêuticos anti-miR-122 (Elmen et al., 2008; Lanford et al., 2010). Desta forma, no 
âmbito da Hepatite Crónica C o estudo do miR-122 permanece crucial. 
 
Um segundo resultado foi obtido na quantificação do miR-122 nos doentes com hepatite 
crónica C, tendo sido observada a existência de uma correlação negativa com significado 
estatístico entre a quantidade do miR-122 hepático e o parâmetro “Idade”, dos doentes 
(resultado também verificado por um outro estudo semelhante (Marquez et al., 2010)). 
Este resultado encontra-se em linha de investigação de outros estudos epidemiológicos 
que sugerem que a progressão da hepatite crónica C e a incidência de cirrose hepática 
estejam correlacionadas com a Idade (Lavanchy, 2009).  
A associação negativa entre a expressão do miR-122, e a Idade dos doentes, e a cirrose 
hepática, poderá ter uma base de explicação molecular no contexto das alterações do 
tecido hepático associadas à progressão da doença. A fibrose extensa (doença 
fibroproliferativa) é um factor de risco associado à incidência de cancro, para além de 
poder constituir per si um risco de morte como é no caso da cirrose hepática (Lim & Kim, 
2008). Estudos in vitro têm revelado as propriedades anti-carcinogénese do miR-122 (Bai 
et al., 2009; Tsai et al., 2009). 
Análises in vivo determinaram que o miR-122 se encontra sub-expresso no HCC 
(Burchard et al., 2010; Kutay et al., 2006), tendo sido demonstrado que a sub-expressão 
se encontra associada de forma indirecta à inibição da expressão genica da via metabólica 
mitocondrial (Burchard et al., 2010), tendo sido recentemente associada a disfunção 
mitocondrial à génese do cancro (Brandon et al., 2006; Burchard et al., 2010). Outros 
estudos também relacionam a expressão do miR-122 à génese de cancro no tecido 
hepático ex: in vitro foi demonstrado uma correlação inversa entre a expressão do gene 
Bcl-w (função anti-apoptose) e a expressão do miR-122 (Lin et al., 2008), foram também 
recolhidas evidências in vivo, no HCC, da associação entre a sub-expressão do miR-122 e 
a sobre-expressão do gene cyclin G1 (regulador negativo das proteínas da família p53, 
envolvidas no controlo da proliferação celular) (Gramantieri et al., 2007). Foi também 
demonstrado in vivo e comprovado in vitro que a expressão dos genes ADAM 
metallopeptidase domain 10 (ADAM 10) Serum Response Factor (SRF) e Insulin like 
growth factor 1 Receptor (Igf1R), se encontram sobre-expressos no HCC através do 
alívio da modulação negativa exercida pelo miR-122, sub-expresso no HCC (Bai et al., 
2009): a proteína ADAM10 encontra-se associada à proteólise possuindo propriedades de 
adesão, SRF é um factor de transcrição que se associa ao Serum Response Element (SRE) 
participando na transcrição de genes de resposta imediata à proliferação, apoptose e 
diferenciação celular estando associado ao processo fisiológico de angiogénese, e 
finalmente o Igf1R tem uma função celular que se associa à estimulação do crescimento, 
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diferenciação e proliferação celular, encontrando-se associado à génese da neoplasia 
maligna e à formação de metástases.  
No presente estudo, não foi obtida uma correlação negativa entre os dados relativos à 
expressão do miR-122 hepático e a fibrose hepática ou ALT sérica, contudo um estudo 
publicado recentemente reporta correlações negativas entre aqueles dois parâmetros que 
caracterizam a hepatite crónica C (Marquez et al., 2010). Resultados que re-enforçam a 
discussão aqui realizada entre o perfil do miR-122 hepático e a alteração do tecido 
hepático associada a um processo de envelhecimento celular. 
 
miR-22  
 
Neste trabalho, os resultados obtidos permitiram descutir o possível envolvimento do 
miR-22 na regulação da inflamação e fibrogénese no fígado de doentes com hepatite 
crónica C. TComo resultado directo do trabalho aqui documentado, foi pela primeira vez 
realizada a observação de uma correlação positiva e estatisticamente com significado 
estatístico, entre o perfil de expressão hepático do miR-122 e a actividade necro-
inflamatória do fígado nos doentes com hepatite crónica C. Uma associação de dados que 
contudo não é explicada por um modelo de linear. 
 É geralmente aceite que a inflamação está associada à fibrogénese, contudo é 
desconhecido o mecanismo molecular através do qual essa associação é estabelecida 
(Brenner, 2009). Em 2008 foram publicados importantes dados sobre o miR-22 
(Iliopoulos et al., 2008), tendo demonstrado os autores que o nível de expressão do miR-
22 encontrava-se sobre-expresso nos indivíduos com Osteoartrite, e que nos condrócitos 
“normais” e “com” osteoartrite, o miR-22 regula por modulação PTGS a expressão 
proteica do gene Bone Morphogenetic Protein 7 (BMP7) e indirectamente do Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor Alpha (PPARA). As proteínas BMP7 e PPARA são 
suspeitas de possuírem um papel no desenvolvimento da histopatologia da Osteoartrite. 
A PPARA é um regulador nuclear da transcrição de genes envolvidos no metabolismo 
lipídico celular, e encontra-se sub-expressa na Osteoartrite conduzindo ao aumento da 
expressão da citocina Interleukin-1 beta precursor (IL-1β) envolvida na resposta 
inflamatória associada às modificações estruturais do tecido afectado (Iliopoulos et al., 
2008). A ideia de que a proteína PPARA apresenta um papel importante na resposta 
inflamatória celular, foi já evidenciada em outros estudos demonstrando que a sua sub-
expressão parece aumentar a susceptibilidade do organismo ao stress oxidativo devido a 
resposta inflamatória exacerbada (Abdelmegeed et al., 2009; Kono et al., 2009). Na 
Hepatite Crónica C a expressão do gene PPARA também se encontra diminuída no tecido 
hepático dos doentes (Dharancy et al., 2005).  
A BMP7 inibe a via de sinalização Transforming Growth Factor β TGF-β, uma potente 
citocina da fibrogénese,
30
 e por isso, o BMP7 suprime o processo EMT nos hepatócitos, 
                                                 
30
 O TGF-β induz a fibrose através de múltiplos mecanismos, incluindo a activação directa das células de 
Ito no tecido hepático, ou então através da estimulação da síntese de várias proteínas da matriz extra-
celular, ou através da inibição da degradação da matriz extracelular pela estimulação da síntese de 
inibidores das metaloproteinases, e ainda através da sua auto-regulação na transcrição do seu gene (Brenner, 
2009). 
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impedindo a progressão da fibrose hepática e participa no processo de regeneração 
daquele tecido (Brenner, 2009; Inagaki & Okazaki, 2007; Sugimoto et al., 2007; Zeisberg 
et al., 2007). Estudos têm evidenciado que a BMP7 poderá afectar negativamente a via de 
sinalização do TGF-β através da proteína Mothers against decapentaplegic homolog 3 
(SMAD3) (Gressner et al., 2009; Izumi et al., 2006; Kinoshita et al., 2007; Wang & 
Hirschberg, 2003). 
O conjunto destes factos e o resultado da correlação positiva e significativa entre o miR-
22 hepático e a actividade necro-inflamatória no fígado, permitiram elaborar um modelo 
explicativo do putativo papel do miR-22 na progressão da histopatologia nos doentes com 
Hepatite Crónica C: 
 
Elevados níveis de expressão do miR-22 inibem a expressão dos genes PPARA e BMP7 
no tecido hepático. A sub-expressão da proteína PPARA conduz ao aumento da 
expressão da citocina IL-1β, promovendo a resposta inflamatória, e por isso aumentando 
a actividade necro-inflamatória no tecido hepático. Por outro lado, a sub-expressão da 
proteína BMP7 conduz ao aumento de fibrogénese. 
Segundo este modelo, os pacientes que possuam baixos níveis de expressão de miR-22 
estarão em princípio mais protegidos relativamente à progressão da severidade da 
inflamação e fibrose na Hepatite Crónica C. 
 
 
3. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Será necessário efectuar a validação da quantificação obtida para o nível de expressão do 
miR-122, através do estudo da expressão de mRNAs alvo de sua regulação PTGS, 
complementados pelo estudo da expressão dos respectivos produtos proteicos. Todavia, 
serão necessários estudos adicionais sobre o perfil de expressão do miR-122 de doentes 
com hepatite crónica C versus controlos saudáveis em populações de estudo com maior 
dimensão. A dimensão da amostra populacional aqui estudada foi pequena (n=20) e 
observou-se a existência de uma elevada variabilidade no perfil de expressão entre os 
indivíduos. Por isso deverá existir um estudo aprofundado sobre a variabilidade biológica 
da expressão do miR-122 (Laterza et al., 2009). 
 
Os resultados obtidos na associação do perfil do miR-22 e a actividade necro-inflamatória 
no tecido hepático dos doentes com hepatite crónica C, permitem colocar a hipótese do 
miR-22 exercer uma função de regulação nos processos de inflamação e fibrose. No 
sistema imunitário os miRs possuem um papel importante na regulação da diferenciação 
de linhagens celulares hematopoéticas (miR-155, miR-181a, miR-223 e cluster miR-17-
92) (Carissimi et al., 2009; Lodish et al., 2008; Tsitsiou & Lindsay, 2009). E ainda na 
modulação das respostas imunitárias celulares inatas e adaptativas (miR-146a, miR-155, 
miR-181a, miR-223) (Carissimi et al., 2009; Lodish et al., 2008; Tsitsiou & Lindsay, 
2009). Por outro lado, o próprio estímulo pró-inflamatório pode conduzir per si à 
alteração da expressão dos miRs envolvidos ou não na resposta imunitária. E a alteração 
da expressão de miRs envolvidos na resposta imunitária pode constituir um re-inforço ou 
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uma diminuição do processo inflamatório, como é o caso dos miR-146a e miR-155, que 
são mediadores anti-inflamatórios inibindo a sinalização pró-inflamatória da IL8 e IL6 na 
resposta imunitária inata (Schetter et al., 2010; Taganov et al., 2007). 
Desta forma, seria importante realizar a validação das quantificações do miR-22 obtidas 
por RT-qPCR em tempo real, estudando a expressão das proteínas PPARA e BMP-7, 
através da quantificação por RT-qPCR em tempo real do nível de expressão dos 
respectivos mRNAs e da avaliação complementar da expressão do respectivo produto 
proteico por Western Blot. Seria também interessante a avaliação histológica dos perfis 
de expressão do miR-22 e das proteínas PPARA eBMP-7 (Nuovo et al., 2009; Votavova 
et al., 2009). Numa fase posterior à validação do perfil de expressão, seria importante 
corroborar a associação observada entre os dados, através de estudos funcionais in vitro, 
em linhas celulares primárias de hepatócitos, envolvendo a supressão e a sobre-expressão 
do miR-22. E nos quais seria possível estudar as alterações do transcriptoma e proteoma, 
e desta forma  estudar mecanimos moleculares que possam estar subjacentes à associação 
observada in vivo.  
 
O estudo da correlação do miR-22 com a actividade necro-inflamatória na Hepatite 
Crónica C deverá ser aprofundado e associado ao estudo da expressão dos genes PPARA 
e BMP7, apresentando o miR-22 um potencial não negligenciável como biomarcador na 
monitorização da gravidade da doença Hepatite Crónica C associada aos processos de 
inflamação e fibrogénese.  
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Tabela I-A - Normalidade dos dados Cq das curvas de calibração 
   RT1 
qPCR1   
  RT1 
qPCR2   
  RT2 
qPCR1   
  RT2 
qPCR2   
a
th
-M
IR
3
9
0
a
 
nº de valores 5,00 5,00 5,00 5,00 
mínimo 18,17 19,29 18,29 18,32 
máximo 32,15 33,81 32,10 32,42 
teste Kolmogorov-Smirnov (KS) 
    Distância KS 0,15 0,15 0,15 0,15 
valor-p P > 0,10 P > 0,10 P > 0,10 P > 0,10 
 normalidade  (alpha=0,05)? sim sim sim sim 
h
sa
-m
iR
-1
2
2
 
nº de valores 5,00 5,00 5,00 5,00 
mínimo 19,64 18,21 19,86 19,18 
máximo 33,79 32,85 33,33 33,30 
teste Kolmogorov-Smirnov (KS)         
Distância KS 0,15 0,15 0,16 0,15 
valor-p P > 0,10 P > 0,10 P > 0,10 P > 0,10 
 normalidade  (alpha=0,05)? sim sim sim sim 
h
sa
-m
iR
-2
2
 
nº de valores 5 5 5 5 
mínimo 18,96 18,75 18,66 17,83 
máximo 33,06 33,31 32,37 31,92 
teste Kolmogorov-Smirnov (KS)     
Distância KS 0,15 0,15 0,16 0,15 
valor-p P > 0,10 P > 0,10 P > 0,10 P > 0,10 
 normalidade  (alpha=0,05)? sim sim sim sim 
 
v 
 
  
Tabela I-B    Ciclos de Quantificação do qPCR em Tempo Real para ath-MIR390a 
ENSAIOS 
RT1 RT2 
PCR1 
Limiar ΔRna = 0,184694 
PCR2 
Limiar ΔRna = 0,386794 
PCR1 
Limiar ΔRna = 0,184694 
PCR2 
Limiar ΔRna = 0,184694 
Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 
Padrão 4 18,1379 Padrão 4 * Padrão 4 18,3399 Padrão 4 18,3608 
Padrão 4 18,1943 Padrão 4 19,2925 Padrão 4 18,2455 Padrão 4 18,2776 
Padrão 5 21,8422 Padrão 5 23,256 Padrão 5 22,6023 Padrão 5 22,0628 
Padrão 5 22,0017 Padrão 5 23,202 Padrão 5 22,4848 Padrão 5 22,0398 
Padrão 6 26,0382 Padrão 6 27,5161 Padrão 6 26,0929 Padrão 6 26,2799 
Padrão 6 * Padrão 6 27,5821 Padrão 6 26,2278 Padrão 6 26,2863 
Padrão 7 29,3403 Padrão 7 30,9473 Padrão 6 * Padrão 7 29,6457 
Padrão 7 29,2533 Padrão 7 30,8754 Padrão 7 29,4922 Padrão 7 29,6005 
Padrão 8 32,1415 Padrão 8 33,7953 Padrão 8 32,0951 Padrão 7 * 
Padrão 8 32,1612 Padrão 8 33,8315 Padrão 8 * Padrão 8 32,4182 
NTC 37,0352 NTC Ind
c
 NTC Ind
c
 NTC Ind
c
 
1 30,0655 13 32,3537 1 30,9691 13 31,0141 
1 * 13 * 1 * 13 * 
2 27,3530 14 30,6804 2 27,8355 14 29,7957 
2 27,3176 14 30,5603 2 27,7626 14 29,6024 
3 31,3675 15 31,0779 2 * 15 30,1547 
3 31,0986 15 * 3 31,4017 15 * 
4 31,102 16 31,1911 3 * 16 30,1626 
4 30,7390 16 31,0439 4 31,1978 16 29,623 
5 30,7816 17 30,5496 5 * 17 29,7987 
5 30,4035 17 30,5665 5 31,1291 17 29,7065 
6 30,0924 18 29,2640 6 * 18 28,518 
6 30,1676 18 29,2197 6 30,4359 18 28,4449 
7 30,3394 19 32,3202 7 31,0088 19 31,1438 
7 30,2381 19 * 7 31,0076 19 * 
8 29,5852 20 31,0941 8 30,1625 20 30,4386 
8 29,4902 20 30,9334 8 30,1507 20 30,2354 
9 29,2288 Normal 29,8127 9 30,1383 Normal 28,9607 
9 29,3002 Normal 29,7603 9 30,0397 Normal 28,9622 
10 31,2797 HG 28,2472 10 31,6326 HG 27,4077 
10 31,1320 HG 28,1502 10 31,8073 HG 27,2576 
11 29,8944 
  
11 30,2267 HG 27,3169 
11 29,5840 
  
11 30,1087 HG 27,2527 
12 30,1911 
  
12 30,5957 
  
12 29,9794 
  
12 30,4323 
  
Legenda. a) Limiar de ΔRn = Limiar de Fluorescência (Threshold); b) Cq = Ciclo de quantificação (ou 
Cycle threshold - Ct); c) Cq Indeterminado (ΔRn máxima não atingiu o Limiar de Fluorescência); * = 
reacção qPCR excluída da análise por apresentar curva de amplificação (ΔRn versus ciclo de PCR) 
inconsistente; padrão (n=9) = curva padrão de ath-MIR390a; amostras 1-20 = amostras e doentes com 
Hepatite Crónica C; Normal = controlo RNA total fígado saudável FirstChoice® Total RNA Human 
Normal Liver (Ambion, Austin); HG = controlo RNA total de biopsia hepática de doente com Hepatite 
Granulomatosa. 
vi 
 
Tabela I-C     Ciclos de Quantificação  do qPCR em Tempo Real para hsa-miR-
122 
ENSAIOS 
RT1 RT2 
PCR1 
Limiar ΔRna = 0,44842 
PCR2 
Limiar ΔRna = 0,218114 
PCR1 
Limiar ΔRna = 0,401357 
PCR2 
Limiar ΔRna = 0,309864 
Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 
Padrão 4 19,7224 Padrão 4 * Padrão 4 19,8654 Padrão 4 19,2230 
Padrão 4 19,5558 Padrão 4 18,2133 Padrão 4 19,8604 Padrão 4 19,1302 
Padrão 5 23,2139 Padrão 5 22,2825 Padrão 5 23,8181 Padrão 5 22,8910 
Padrão 5 23,3600 Padrão 5 22,2190 Padrão 5 23,7277 Padrão 5 22,8634 
Padrão 6 27,4320 Padrão 6 26,7267 Padrão 6 27,6243 Padrão 6 27,1444 
Padrão 6 * Padrão 6 26,8214 Padrão 6 27,7814 Padrão 6 27,1491 
Padrão 7 30,7904 Padrão 7 29,8193 Padrão 7 * Padrão 7 30,5259 
Padrão 7 30,6054 Padrão 7 29,8446 Padrão 7 30,8349 Padrão 7 30,4645 
Padrão 8 33,7365 Padrão 8 32,8665 Padrão 8 33,3304 Padrão 8 * 
Padrão 8 33,8426 Padrão 8 32,8339 Padrão 8 * Padrão 8 33,3038 
NTC  Ind
c
 NTC Ind
c
 NTC Ind
c
 NTC Ind
c
 
1 27,2226 13 26,201 1 27,3930 13 27,2342 
1 27,0853 13 26,2097 1 27,2822 13 27,1950 
2 24,9895 14 25,0573 2 25,3465 14 25,6109 
2 25,1401 14 24,8079 2 25,3830 14 25,6350 
3 27,6631 15 25,7378 3 28,5232 15 26,5208 
3 27,6090 15 25,6725 3 28,4125 15 26,4350 
4 28,1932 16 25,2980 4 28,5677 16 26,1990 
4 28,4099 16 25,3365 4 28,4907 16 26,1546 
5 26,2467 17 26,7025 5 27,0461 17 27,4320 
5 26,2201 17 26,4478 5 26,8805 17 27,4032 
6 26,6508 18 24,7967 6 27,2533 18 25,7956 
6 26,8915 18 24,8929 6 27,2541 18 25,8571 
7 28,0664 19 27,9496 7 28,7559 19 30,0492 
7 28,1565 19 28,0763 7 28,7101 19 30,2088 
8 26,1236 20 25,3420 8 26,4486 20 26,4036 
8 26,2019 20 25,4508 8 26,5012 20 26,4085 
9 27,1474 Normal 23,2792 9 27,8509 Normal 24,4663 
9 27,1242 Normal 23,1428 9 27,6269 Normal 24,4485 
10 26,9015 HG 23,2824 10 27,3265 HG 24,4578 
10 27,0546 HG 23,5405 10 27,4157 HG 24,4417 
11 27,2902 
  
11 27,7450 
  
11 27,1644 
  
11 27,7612 
  
12 26,5562 
  
12 28,0034 
  
12 26,4563 
  
12 28,0484 
  
 
Legenda. a) Limiar de ΔRn = Limiar de Fluorescência (threshold); b) Cq = Ciclo de quantificação (ou 
Cycle threshold - Ct); c) Cq Indeterminado (ΔRn máxima não atingiu o Limiar de Fluorescência); * = 
reacção qPCR excluída da análise por apresentar curva de amplificação (ΔRn  versus ciclo de PCR) 
inconsistente; padrão (n=9) = curva padrão de ath-MIR390a; amostras 1-20 = amostras e doentes com 
Hepatite Crónica C; Normal = controlo RNA total fígado saudável FirstChoice® Total RNA Human 
Normal Liver (Ambion, Austin); HG = controlo RNA total de biopsia hepática de doente com Hepatite 
Granulomatosa. 
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Tabela I-D   Ciclos de Quantificação do qPCR em Tempo Real para hsa-miR-22 
ENSAIOS 
RT1 RT2 
PCR1 
Limiar ΔRna = 0,304191 
PCR2 
Limiar ΔRna = 0,293153 
PCR1 
Limiar ΔRna = 0,226326 
PCR2 
Limiar ΔRna = 0,132431 
Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 Amostras Cq
b
 
Padrão 4 18,9946 Padrão 4 * Padrão 4 18,7124 Padrão 4 17,8799 
Padrão 4 18,9290 Padrão 4 18,7452 Padrão 4 18,6120 Padrão 4 17,7735 
Padrão 5 22,5390 Padrão 5 22,7445 Padrão 5 22,9265 Padrão 5 21,4945 
Padrão 5 22,7079 Padrão 5 22,6894 Padrão 5 22,7851 Padrão 5 21,4736 
Padrão 6 26,8044 Padrão 6 27,1318 Padrão 6 26,4290 Padrão 6 25,7776 
Padrão 6 * Padrão 6 27,1941 Padrão 6 26,6001 Padrão 6 25,7863 
Padrão 7 30,1336 Padrão 7 30,3567 Padrão 7 * Padrão 7 29,1331 
Padrão 7 30,0106 Padrão 7 30,3305 Padrão 7 29,8504 Padrão 7 29,1017 
Padrão 8 33,0320 Padrão 8 33,3119 Padrão 8 32,3725 Padrão 8 * 
Padrão 8 33,0945 Padrão 8 33,3167 Padrão 8 * Padrão 8 31,9176 
NTC Ind
c
 NTC Ind
c
 NTC Ind
c
 NTC Ind
c
 
1 29,9492 13 29,3732 1 29,6990 13 29,1889 
1 29,9959 13 29,6198 1 29,9100 13 29,3802 
2 25,9051 14 27,4291 2 25,4987 14 27,2681 
2 25,9577 14 27,3722 2 25,4842 14 27,3534 
3 29,0656 15 27,6289 3 29,0037 15 28,2937 
3 29,1399 15 * 3 * 15 * 
4 29,0736 16 28,5262 4 28,9704 16 29,0863 
4 29,2601 16 28,4396 4 28,8808 16 * 
5 29,0412 17 28,7295 5 28,3553 17 28,2093 
5 29,1601 17 29,0767 5 28,5935 17 * 
6 28,0903 18 26,4301 6 28,0905 18 26,2436 
6 28,0985 18 26,3636 6 28,2030 18 26,2504 
7 27,5896 19 Ind
c
 7 27,9107 19 29,6037 
7 27,7312 19 Ind
c
 7 28,0596 19 29,8570 
8 27,7342 20 27,7935 8 27,2917 20 27,9724 
8 27,7753 20 27,6731 8 27,0341 20 28,1201 
9 27,9520 23 26,6869 9 28,1460 23 26,1402 
9 27,9484 23 26,8496 9 28,1407 23 26,2107 
10 29,0124 24 26,2283 10 28,4005 24 26,8830 
10 29,0603 24 26,2684 10 28,4612 24 26,9804 
11 28,5095 
  
11 28,3322 
  
11 28,9955 
  
11 28,4781 
  
12 27,3246 
  
12 28,1970 
  
12 27,4824 
  
12 27,9972 
  
Legenda a) Limiar de ΔRn = Limiar de Fluorescência (threshold); b) Cq = Ciclo de quantificação ( ou 
Cycle threshold - Ct); c) Cq Indeterminado (ΔRn máxima não atingiu o Limiar de Fluorescência); * = 
reacção qPCR excluída da análise por apresentar curva de amplificação (ΔRn  versus ciclo de PCR) 
inconsistente; padrão (n=9) = curva padrão de ath-MIR390a; amostras 1-20 = amostras e doentes com 
Hepatite Crónica C; Normal = controlo RNA total saudável FirstChoice® Total RNA Human Normal 
Liver (Ambion, Austin); HG = controlo RNA total de biopsia hepática de doente com Hepatite 
Granulomatosa. 
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Tabela II-A Regressão Linear da Curva Padrão do RT-qPCR em Tempo Real para  
hsa-miR-122 
 
 
ENSAIOS 
RT1 RT2 
qPCR1 qPCR2 PCR1 qPCR2 
Dados 
    
Número de valores x 5 5 5 5 
Número de réplicas dos observáveis y 2 2 2 2 
Número de observáveis 9 9 8 9 
Número de dados omissos  1 1 2 1 
Valores da recta ajustada 
    
Declive da recta b -3,571 ±0,06490 -3,628 ± 0,1326 -3,464 ± 0,1346 -3,654 ± 0,09966 
Intersecção na origem a (valor y, x=0,0) 44,69 ± 0,3372 44,10 ± 0,6540 44,40 ± 0,7419 44,86 ± 0,5345 
Intervalos de 95% de confiança 
    
Declive da recta b [-3,725;-3,418] [-3,942;-3,315] [-3,793;-3,135] [-3,890;-3,419] 
Intersecção na origem a (valor y, x=0,0) [43,89;45,49] [42,55;45,65] [42,58;46,21] [43,59;46,12] 
Avaliação do modelo linear ajustado 
    
     
Coeficiente de determinação r² 0,9977 0,9907 0,9910 0,9948 
Desvio padrão dos resíduos Sy.x (Cq) 0,2903  0,5229  0,5014 0,3931 
     
Significância de Linearidade  
(H0: b=0;H1: b≠0):     
Teste-F 3028 749,0 662,3 1345 
Graus de liberdade (numerador; 
denominador) 
(1,000; 7,000) (1,000; 7,000) (1,000; 6,000) (1,000; 7,000) 
Valor-p  < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
H1: b≠0 (α=0,05) Significativa Significativa Significativa Significativa 
     
Teste de sequências:  
    
Observáveis acima da linha   2 2 3 2 
Observáveis abaixo da linha  3 3 2 3 
Número de sequências 3 3 3 3 
Valor-p  0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 
Desvio da linearidade (α=0,05) 
Não  
significativo 
Não 
 significativo 
Não 
 significativo 
Não 
 significativo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II-A. Avaliação da Dispersão de Resíduos do Modelo Linear Ajustado à Curva Padrão - 
Estudo da Quantidade de hsa-miR-122. 
Padrão 
[Log10 (nº cópias)] 
RT1/qPCR1 RT1/qPCR2 RT2/qPCR3 RT2/qPCR4 
6,977024 -0,14 -0,57 -0,36 -0,18 
5,977024 -0,06 -0,16 0,08 -0,14 
4,977024 0,51 0,73 0,55 0,48 
3,977024 0,21 0,16 0,22 0,17 
2,977024 -0,27 -0,45 -0,75 -0,67 
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Tabela II-B  Regressão Linear da Curva Padrão do RT-qPCR em Tempo Real para  
ath-MIR390a 
 
ENSAIOS 
RT1 RT2 
qPCR1 qPCR2 PCR1 qPCR2 
Dados 
    
Número de valores x 5 5 5 5 
Número de réplicas dos observáveis y 2 2 2 2 
Número de observáveis 9 9 8 9 
Número de dados omissos  1 1 2 1 
Valores da recta ajustada 
    
Declive da recta b -3,535 ± 0,08114 -3,626 ± 0,1137 -3,515 ± 0,1311 -3,645 ± 0,09960 
Intersecção na origem a (valor y, x=0,0) 43,05 ± 0,4216 45,05 ±0,5607 43,26 ± 0,7228 43,95 ± 0,5341 
Intervalos de 95% de confiança 
    
Declive da recta b [-3,726; -3,343] [-3,895; -3,358] [-3,836;-3,194] [-3,880; -3,409] 
Intersecção na origem a (valor y, x=0,0) [42,05;44,05] [43,73;46,38] [41,49; 45,03] [42,68; 45,21] 
Avaliação do modelo linear ajustado 
    
     
Coeficiente de determinação r² 0,9963 0,9932 0,9917 0,9948 
Desvio padrão dos resíduos Sy.x (Cq) 0,3629 0,4483 0,4885 0,3928 
     
Significância de Linearidade  
(H0: b=0;H1: b≠0):     
Teste-F 1898 1018 718,4 1339 
Graus de liberdade (numerador; 
denominador) 
(1,000; 7,000) (1,000; 7,000) (1,000; 6,000) (1,000; 7,000) 
Valor-p  < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
H1: b≠0 (α=0,05) Significativa Significativa Significativa Significativa 
     
Teste de sequências:  
    
Observáveis acima da linha   2 2 3 2 
Observáveis abaixo da linha  3 3 2 3 
Número de sequências 3 3 3 3 
Valor-p  0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 
Desvio da linearidade (α=0,05) 
Não  
significativo 
Não 
significativo 
Não 
significativo 
Não 
significativo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura B-II. Avaliação da Dispersão de Resíduos do Modelo Linear Ajustado à Curva Padrão - 
Estudo da Quantidade de ath-MIR390a. 
Padrão 
[Log10 (nº cópias)] 
RT1/qPCR1 RT1/qPCR2 RT2/qPCR3 RT2/qPCR4 
6,977024 -0,22 -0,46 -0,44 -0,20 
5,977024 -2,49e-004 -0,15 0,29 -0,11 
4,977024 0,58 0,54 0,40 0,48 
3,977024 0,31 0,28 0,21 0,17 
2,977024 -0,37 -0,45 -0,70 -0,68 
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 Tabela II-C. Regressão Linear da Curva Padrão do RT-qPCR em Tempo Real para  
hsa-miR-22 
 
ENSAIOS 
RT1 RT2 
qPCR1 qPCR2 PCR3 qPCR4 
Dados 
    
Número de valores x 5 5 5 5 
Número de réplicas dos observáveis y 2 2 2 2 
Número de observáveis 9 9 8 9 
Número de dados omissos  1 1 2 1 
Valores da recta ajustada 
    
Declive da recta b -3,565 ±0,07190 -3,625 ±0,1236 -3,502 ±0,1333 -3,649 ±0,1008 
Intersecção na origem a (valor y, x=0,0) 43,99 ± 0,3736 44,55 ± 0,6095 43,53 ± 0,7348 43,45 ± 0,5408 
Intervalos de 95% de confiança 
    
Declive da recta b [-3,735; -3,395] [-3,917; -3,333] [-3,828; -3,176] [-3,887; -3,410] 
Intersecção na origem a (valor y, x=0,0) [43,11; 44,88] [43,11; 45,99] [41,73; 45,33] [42,17,44,73] 
Avaliação do modelo linear ajustado 
    
     
Coeficiente de determinação r² 0,9972 0,9919 0,9914 0,9947 
Desvio padrão dos resíduos Sy.x (Cq) 0,3216 0,4873 0,4966 0,3977 
     
Significância de Linearidade  
(H0: b=0;H1: b≠0):     
Teste-F 2459 860,9 690,2 1309 
Graus de liberdade (numerador; 
denominador) 
(1,000; 7,000) (1,000; 7,000) (1,000; 6,000) (1,000; 7,000) 
Valor-p  < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 
H1: b≠0 (α=0,05) Significativa Significativa Significativa Significativa 
     
Teste de sequências:  
    
Observáveis acima da linha   2 2 3 2 
Observáveis abaixo da linha  3 3 2 3 
Número de sequências 3 3 3 3 
Valor-p  0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 
Desvio da linearidade (α=0,05) 
Não  
significativo 
Não 
 significativo 
Não 
 significativo 
Não 
 significativo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II-C. Avaliação da Dispersão de Resíduos do Modelo Linear Ajustado à Curva Padrão - 
Estudo da Quantidade de hsa-miR-22 
Padrão 
[Log10 (nº cópias)] 
RT1/qPCR1 RT1/qPCR2 RT2/qPCR3 RT2/qPCR4 
6,977024 -0,16 -0,51 -0,43 -0,17 
5,977024 -0,06 -0,17 0,26 -0,16 
4,977024 0,55 0,66 0,42 0,49 
3,977024 0,26 0,21 0,25 0,18 
2,977024 -0,32 -0,44 -0,73 -0,67 
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Figura II-D Da esquerda para a direita: rectas ajustadas, pela regressão linear, às observações das 
variáveis y(Cq) versus x(Log10 n.º de cópias das diluições padrão de 4 curvas de calibração analisadas 
em 4 ensaios de qPCR na  quantificação de ath-MIR390a, hsa-miR-122 e hsa-miR-22 respectivamente. 
 
 
 
 
Tabela II-D Variabilidade entre ensaios - Comparação dos parâmetros 
das funções lineares ajustadas nas Curvas  de Calibração do RT-qPCR 
 
Ensaios RT-qPCR 
ath-MIR390a hsa-miR-122 hsa-miR-22 
Teste-F 0,370164 0,548576 0,3464 
Graus de liberdade 
(numerador;denominador) 
(3;27) (3;27) (3;27) 
Valor-p  0,7751 0,6534 0,792 
H0=Declives da recta são 
iguais (α=0,05)? 
Não rejeitada Não rejeitada Não rejeitada 
Sumário 
As rectas 
ajustadas não são 
significativamente 
diferentes b= 
-3,57871 
As rectas 
ajustadas não são 
significativamente 
diferentes b= 
-3,58195 
As rectas 
ajustadas não são 
significativamente 
diferentes b= 
-3,58613 
Teste-F 24,849 11,3019 14,8031 
Graus de liberdade 
(numerador;denominador) 
(3,30) (3,30) (3,30) 
Valor-p  <0,0001 <0,0001 <0,0001 
H0= intersecção na origem 
são iguais (α=0,05)? 
Rejeitada Rejeitada Rejeitada 
Sumário 
As rectas 
ajustadas não são 
significativamente 
iguais - são 
paralelas 
As rectas 
ajustadas não são 
significativamente 
iguais - são 
paralelas 
As rectas 
ajustadas não são 
significativamente 
iguais - são 
paralelas 
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Tabela. III-A   Quantificação absoluta de hsa-miR-122 e hsa-miR-22 no 
Tecido Hepático dos Doentes com Hepatite Crónica C  
Amostra 
hsa-miR-122 
(n.º de cópias/10ng) 
 
hsa-miR-22 
(n.º de cópias/10ng)  
Média  ±  Incerteza Média  ±  Incerteza 
H
ep
a
ti
te
 C
ró
n
ic
a
 C
 
1 8,27E+04  ±  2,38E+03 8,43E+03  ±  2,99E+02 
2 3,12E+05  ±  7,82E+03 1,28E+05  ±  1,13E+03 
3 4,86E+04  ±  9,90E+02 1,45E+04  ±  1,74E+02 
4 3,84E+04  ±  1,43E+03 1,46E+04  ±  4,89E+02 
5 1,26E+05  ±  3,51E+03 1,73E+04  ±  7,54E+02 
6 9,62E+04  ±  3,73E+03 2,67E+04  ±  4,94E+02 
7 3,82E+04  ±  6,26E+02 3,23E+04  ±  1,08E+03 
8 1,52E+05  ±  2,33E+03 4,11E+04  ±  1,76E+03 
9 7,28E+04  ±  2,72E+03 2,80E+04  ±  2,93E+01 
10 8,66E+04  ±  2,49E+03 1,79E+04  ±  2,26E+02 
11 7,04E+04  ±  1,44E+03 1,98E+04  ±  1,62E+03 
12 8,11E+04  ±  1,44E+03 3,39E+04  ±  1,41E+03 
13 7,58E+04  ±  4,79E+02 1,04E+04  ±  5,15E+02 
14 1,87E+05  ±  7,45E+03 3,78E+04  ±  6,13E+02 
15 1,12E+05  ±  1,91E+03 2,58E+04  ±  1,28E+00 
16 1,39E+05  ±  1,29E+03 1,53E+04  ±  2,10E+02 
17 6,32E+04  ±  2,57E+03 1,77E+04  ±  9,74E+02 
18 1,81E+05  ±  3,27E+03 7,27E+04  ±  7,72E+02 
19 1,71E+04  ±  5,49E+02 5,77E+03  ±  4,61E+02 
20 1,26E+05  ±  2,18E+03 2,70E+04  ±  8,13E+02 
C
o
n
tr
o
lo
s Normal 
1
 
4,67E+05  ±  1,02E+04 6,61E+04  ±  1,86E+03 
HG 
4,39E+05  ±  1,80E+04 6,14E+04  ±  1,02E+03 
HuH-7
 2
 
5,35E+03  ±  1,98E+02 9,84E+03  ±  4,22E+02 
 
xvii 
 
  
Tabela III-B  Avaliação de Diferenças na Expressão de has-miR-122 Hepático nos 
Doentes com Hepatite Crónica C Relativamente aos Controlos 
 
Controlos 
Normal
1
 HG
2
 HuH-7
3
 
Média Teórica a Comparar 32,26  10,96 2,983 
Média Pacientes a Comparar 18,99  18,99 18,99 
Discrepância 13,27  -8,033 -16,01 
Soma dos Postos Sinalizados (W) -200,0 164,0 210,0 
Soma dos Postos Positivos 5,000  187,0 210,0 
Soma dos Postos Negativos -205,0  -23,00 0,0 
 
Valor-p 
 
p=0,0002  p=0,0023 p<0,0001 
Exacto ou Estimado? Aproximação à Distribuição Normal 
 
Diferença Significativa 
(α=0,05) 
Sim  Sim  Sim 
 
Legenda. Teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon. 1) FirstChoice®Total RNA Human Normal Liver 
(Ambion, Austin); 2) Hepatite Granulomatosa; 3) Linha celular Hepatocarcinoma Human Hepatocellular 
Carcinoma cell line. 
 
 
 
Legenda. Teste t-Student. 1) FirstChoice®Total RNA Human Normal Liver (Ambion, Austin); 2) 
Hepatite Granulomatosa; 3) Linha celular Hepatocarcinoma Human Hepatocellular Carcinoma cell line. 
4) Graus de liberdade.  
Tabela III-C  Avaliação de Diferenças na Expressão de hsa-miR-22 Hepático nos 
Doentes com Hepatite Crónica C Relativamente aos Controlos 
 
Controlos 
Normal
1
 HG
2
 HuH-7
3
 
Média Teórica a Comparar 4,565 1,508 5,491 
Média Pacientes a Comparar 4,782 4,782 4,782 
Discrepância 
 
-0,2169 -3,274 0,7088 
Intervalos 
95%confiança 
da Discrepância 
 
-0,7980  
a 1,232 
2,259  
a 4,289 
-1,724 
 a 0,3062 
t; gl
4 
 
t=0,4474 
 gl=19 
t=6,751 
gl=19 
t=1,462 
 gl=19 
Valor-p 
 
p=0,6596 p<0,0001 p=0,1620 
Diferença Significativa 
(α=0,05) 
Não Sim Não 
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Tabela III-D   Avaliação das Diferenças na Expressão de 
 has-miR-122 versus has-miR-22 
Teste de Mann-Whitney  
Valor-p p<0,0001 
Valor-p exacto ou aproximado? Aproximação à Distribuição Normal  
Sumário de valor-p *** 
Médias significativamente diferentes?  
(α=0,05)  
Sim 
  
Teste Bi-caudal 
Soma dos Postos nas Colunas A, B 598, 222 
U  12,00 
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Legenda. a) Aspartato Aminotransferase; b) Alanina Aminotransferase, c) Actividade necro-inflamatória; d) Linfócitos T auxiliar; e) Linfócitos T citotóxico; f)Linfócitos 
circulantes; g) Linfócitos T; h) Linfócitos B; i) Linfócitos NK 
Tabela IV-A Correlação de Spearman com a Matriz de Coeficientes de Correlação 
Coeficientes de 
Correlação (ρ) 
h
sa
-m
iR
-
1
2
2
 
h
sa
-m
iR
-2
2
 
Id
a
d
e 
G
én
er
o
 
V
ir
ém
ia
 
S
er
o
ló
g
ic
a
 
V
H
C
 
C
o
le
st
er
o
l 
T
o
ta
l 
A
S
T
a
 
A
L
T
b
 
H
ep
a
ti
te
 
In
te
rf
a
ce
 
In
fl
a
m
a
çã
o
 
P
o
rt
a
l 
In
fl
a
m
a
çã
o
 
A
ci
n
a
r 
A
ct
iv
id
a
d
e 
H
is
to
ló
g
ic
a
c  F
ib
ro
se
 
H
ep
á
ti
ca
 
C
D
3
+
C
D
4
+
d
 
C
D
3
+
C
D
8
+
e  
L
in
fó
ci
to
s 
T
o
ta
is
f  
C
D
3
+
g
 
C
D
1
9
+
h
 
C
D
3
-
C
D
1
6
+
i  
hsa-miR-122 
 
0,3940 -0,5427 0,0436 0,0211 0,3881 -0,2997 -0,0925 0,3638 0,3547 0,3747 0,4624 0,0057 0,1456 -0,0805 -0,0072 0,0031 0,2466 -0,2446 
hsa-miR-22 0,3940 
 
-0,0693 0,2004 0,0918 0,2399 -0,1732 -0,1519 0,6240 0,5370 0,2353 0,5680 0,3546 0,1218 0,0981 0,0031 0,0898 -0,2178 -0,4324 
Idade -0,5427 -0,0693 
 
0,0087 -0,0173 -0,1980 0,1787 0,3758 0,0170 0,1986 0,1483 0,0862 0,2139 -0,4191 -0,2786 -0,2903 -0,2934 -0,3998 0,1952 
Género 0,0436 0,2004 0,0087 
 
-0,2790 -0,0087 -0,2531 -0,4185 0,0192 0,2677 0,1919 0,1597 -0,1326 0,0000 -0,3321 -0,0535 -0,1392 0,3962 -0,3534 
Virémia Serológica VHC 0,0211 0,0918 -0,0173 -0,2790 
 
-0,1708 0,3205 0,3318 0,3138 -0,0627 -0,0262 0,0513 0,1112 0,3779 0,2282 0,3292 0,2570 -0,1228 0,2384 
Colesterol Total 0,3881 0,2399 -0,1980 -0,0087 -0,1708 
 
-0,5412 -0,1505 0,1683 0,0062 0,1918 0,2186 -0,3290 -0,3048 -0,0511 -0,2364 -0,2168 -0,1745 0,0640 
ASTa -0,2997 -0,1732 0,1787 -0,2531 0,3205 -0,5412 
 
0,6369 0,0668 0,0677 -0,2269 0,0092 0,5119 -0,1225 -0,0455 -0,0754 -0,1364 -0,2738 0,1983 
ALTb -0,0925 -0,1519 0,3758 -0,4185 0,3318 -0,1505 0,6369 
 
0,1310 0,0380 0,0959 0,1225 0,5158 -0,1963 0,0460 -0,0929 -0,0754 -0,3232 0,5008 
Hepatite Interface 0,3638 0,6240 0,0170 0,0192 0,3138 0,1683 0,0668 0,1310 
 
0,6623 0,6147 0,9091 0,5102 -0,1645 -0,0754 -0,2603 -0,2055 -0,2740 -0,2534 
Inflamação Portal 0,3547 0,5370 0,1986 0,2677 -0,0627 0,0062 0,0677 0,0380 0,6623 
 
0,3920 0,8281 0,5460 -0,2958 -0,3861 -0,2899 -0,3692 -0,1288 -0,1645 
Inflamação Acinar 0,3747 0,2353 0,1483 0,1919 -0,0262 0,1918 -0,2269 0,0959 0,6147 0,3920 
 
0,7453 0,2084 -0,2264 -0,2587 -0,2801 -0,2370 0,1077 -0,3232 
Actividade Histológica c 0,4624 0,5680 0,0862 0,1597 0,0513 0,2186 0,0092 0,1225 0,9091 0,8281 0,7453 
 
0,5146 -0,3416 -0,3033 -0,3856 -0,3824 -0,1849 -0,2753 
Fibrose Hepática 0,0057 0,3546 0,2139 -0,1326 0,1112 -0,3290 0,5119 0,5158 0,5102 0,5460 0,2084 0,5146 
 
0,0462 0,1990 0,1273 0,1318 -0,1160 0,1408 
CD3+CD4+d 0,1456 0,1218 -0,4191 0,0000 0,3779 -0,3048 -0,1225 -0,1963 -0,1645 -0,2958 -0,2264 -0,3416 0,0462 
 
0,6643 0,9231 0,9200 0,5369 0,0578 
CD3+CD8+e -0,0805 0,0981 -0,2786 -0,3321 0,2282 -0,0511 -0,0455 0,0460 -0,0754 -0,3861 -0,2587 -0,3033 0,1990 0,6643 
 
0,7238 0,8704 0,0330 0,2747 
Linfócitos Totaisf -0,0072 0,0031 -0,2903 -0,0535 0,3292 -0,2364 -0,0754 -0,0929 -0,2603 -0,2899 -0,2801 -0,3856 0,1273 0,9231 0,7238 
 
0,9257 0,5583 0,2962 
CD3+g 0,0031 0,0898 -0,2934 -0,1392 0,2570 -0,2168 -0,1364 -0,0754 -0,2055 -0,3692 -0,2370 -0,3824 0,1318 0,9200 0,8704 0,9257 
 
0,3664 0,1641 
CD19+h 0,2466 -0,2178 -0,3998 0,3962 -0,1228 -0,1745 -0,2738 -0,3232 -0,2740 -0,1288 0,1077 -0,1849 -0,1160 0,5369 0,0330 0,5583 0,3664 
 
-0,0217 
CD3-CD16+i -0,2446 -0,4324 0,1952 -0,3534 0,2384 0,0640 0,1983 0,5008 -0,2534 -0,1645 -0,3232 -0,2753 0,1408 0,0578 0,2747 0,2962 0,1641 -0,0217 
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Tabela IV-B Correlação de Spearman com a Matriz de Valores-p 
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0,0856 0,0134 0,8553 0,9298 0,0908 0,1992 0,6981 0,1149 0,1249 0,1035 0,0401 0,9809 0,5643 0,7507 0,9773 0,9903 0,3238 0,3280 
hsa-miR-22 0,0856 
 
0,7717 0,3968 0,7004 0,3082 0,4653 0,5225 0,0033 0,0146 0,3180 0,0090 0,1250 0,6301 0,6986 0,9903 0,7231 0,3854 0,0731 
Idade 0,0134 0,7717 
 
0,9709 0,9422 0,4026 0,4511 0,1025 0,9433 0,4012 0,5326 0,7178 0,3651 0,0834 0,2630 0,2426 0,2374 0,1002 0,4375 
Género 0,8553 0,3968 0,9709 
 
0,2336 0,9709 0,2816 0,0663 0,9359 0,2538 0,4176 0,5012 0,5773 1,0000 0,1781 0,8329 0,5817 0,1036 0,1503 
Virémia Serológica VHC 0,9298 0,7004 0,9422 0,2336 
 
0,4715 0,1683 0,1529 0,1779 0,7928 0,9128 0,8299 0,6408 0,1221 0,3624 0,1822 0,3033 0,6273 0,3408 
Colesterol Total 0,0908 0,3082 0,4026 0,9709 0,4715 
 
0,0137 0,5265 0,4782 0,9793 0,4179 0,3544 0,1566 0,2188 0,8403 0,3448 0,3875 0,4886 0,8008 
ASTa 0,1992 0,4653 0,4511 0,2816 0,1683 0,0137 
 
0,0025 0,7796 0,7766 0,3360 0,9693 0,0210 0,6283 0,8578 0,7662 0,5895 0,2717 0,4301 
ALTb 0,6981 0,5225 0,1025 0,0663 0,1529 0,5265 0,0025 
 
0,5820 0,8738 0,6875 0,6068 0,0199 0,4350 0,8563 0,7138 0,7663 0,1908 0,0343 
Hepatite Interface 0,1149 0,0033 0,9433 0,9359 0,1779 0,4782 0,7796 0,5820 
 
0,0015 0,0039 0,0000 0,0215 0,5143 0,7663 0,2969 0,4134 0,2713 0,3103 
Inflamação Portal 0,1249 0,0146 0,4012 0,2538 0,7928 0,9793 0,7766 0,8738 0,0015 
 
0,0874 0,0000 0,0128 0,2334 0,1135 0,2433 0,1316 0,6104 0,5143 
Inflamação Acinar 0,1035 0,3180 0,5326 0,4176 0,9128 0,4179 0,3360 0,6875 0,0039 0,0874 
 
0,0002 0,3780 0,3663 0,2999 0,2602 0,3436 0,6704 0,1907 
Actividade Histológica c 0,0401 0,0090 0,7178 0,5012 0,8299 0,3544 0,9693 0,6068 0,0000 0,0000 0,0002 
 
0,0203 0,1653 0,2212 0,1141 0,1173 0,4626 0,2689 
Fibrose Hepática 0,9809 0,1250 0,3651 0,5773 0,6408 0,1566 0,0210 0,0199 0,0215 0,0128 0,3780 0,0203 
 
0,8555 0,4287 0,6147 0,6021 0,6466 0,5773 
CD3+CD4+d 0,5643 0,6301 0,0834 1,0000 0,1221 0,2188 0,6283 0,4350 0,5143 0,2334 0,3663 0,1653 0,8555 
 
0,0026 0,0000 0,0000 0,0216 0,8197 
CD3+CD8+e 0,7507 0,6986 0,2630 0,1781 0,3624 0,8403 0,8578 0,8563 0,7663 0,1135 0,2999 0,2212 0,4287 0,0026 
 
0,0007 0,0000 0,8964 0,2700 
Linfócitos Totaisf 0,9773 0,9903 0,2426 0,8329 0,1822 0,3448 0,7662 0,7138 0,2969 0,2433 0,2602 0,1141 0,6147 0,0000 0,0007 
 
0,0000 0,0160 0,2327 
CD3+g 0,9903 0,7231 0,2374 0,5817 0,3033 0,3875 0,5895 0,7663 0,4134 0,1316 0,3436 0,1173 0,6021 0,0000 0,0000 0,0000 
 
0,1348 0,5153 
CD19+h 0,3238 0,3854 0,1002 0,1036 0,6273 0,4886 0,2717 0,1908 0,2713 0,6104 0,6704 0,4626 0,6466 0,0216 0,8964 0,0160 0,1348 
 
0,9320 
CD3-CD16+i 0,3280 0,0731 0,4375 0,1503 0,3408 0,8008 0,4301 0,0343 0,3103 0,5143 0,1907 0,2689 0,5773 0,8197 0,2700 0,2327 0,5153 0,9320 
 
Legenda. a) Aspartato Aminotransferase; b) Alanina Aminotransferase, c) Actividade necro-inflamatória; d) Linfócitos T auxiliar; e) Linfócitos T citotóxico; f)Linfócitos 
circulantes no soro de sangue periférico, g) Linfócitos T; h) Linfócitos B; i) Linfócitos NK. 
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APÊNDICE 
B 
 
Os dados obtidos da avaliação serológica e histológica dos 20 doentes com Hepatite 
Crónica C analisados, encontram-se resumidos nas tabelas i e ii, sendo da autoria de: 
 
 Dr. Jorge Peneda (INSA, Lisboa /Hospital dos Capuchos, Lisboa) 
 Doutora Luciana Costa (INSA, Lisboa) 
 Dr. Mário Oliveira (Hospital de S. José, Lisboa) 
 Dr. Isabel Redondo (Hospital dos Capuchos, Lisboa) 
 Dr. Filipe Calinas (Hospital dos Capuchos, Lisboa) 
 
A virémia serológica do VHC-1b nos doentes variou entre 4,9E+04 e 1,4E+07 U.I./mL 
com uma mediana de 2,0E+06 U.I./mL. 
Todas as biopsias hepáticas exibiram alterações histológicas. O número de lesões nos 
espaços porta variou entre 6 a 16. As lesões histológicas detectadas incluíram lesões 
necro-inflamatórias de intensidade baixa a moderada e discreta fibrose. A actividade 
necro-inflamatória variou entre 3 a 9 na escala Ishak, com uma média e desvio padrão 
de 5,10±0,45; a fibrose observada variou entre 0 a 3, com uma média e desvio padrão 
1,25±0,18 (não houve diagnóstico de cirrose em nenhum dos pacientes observados, 
todavia observou-se em três doentes uma ligeira esteatose - <5%).  
As análises bioquímicas dos pacientes demonstraram elevados valores de alanina 
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) entre 29 to 161 U.I./L com 
uma média 52 U.I./L e 23 to 105 U.I./L com uma média de 35 U.I./L respectivamente 
(acima dos valores de referência adoptados pelo laboratório de análises - [0,41]U.I./L e 
[0,37]U.I./L respectivamente). Observou-se que o conjunto de doentes apresentava 
baixos níveis de colesterol total, detectando-se entre 3,34 e 6,36 mmol/L com uma 
média e desvio padrão de 4,46 ± 0,74 mmol/L (a média populacional de Portugal é de 
5,43 mmol/L). 
A análise das subpopulações linfocitárias circulantes no sangue periférico dos doentes 
mostrou que a contagem absoluta dos linfócitos totais e das subpopulações 
encontravam-se nos intervalos de referência para a normalidade, com excepção da 
subpopulação dos linfócitos NK, cujas contagens se encontraram abaixo do intervalo de 
valores de referência para a normalidade: [71;322]células/µL relativamente a 
[200;400]células/µL.  
A análise histológica do controlo Hepatite Granulomatosa indicou um infiltrado profuso 
de células inflamatórias no tecido hepático observado com granulomas e sem necrose, 
com fibrose discreta nos espaços porta, e ligeira esteatose microvesicular. A actividade 
necro-inflamatória foi classificada na escala 3 de Ishak.  
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Legenda. a) Linfócitos T auxiliar; b) Linfócitos T citotóxico; c) Linfócitos T; d) Linfócitos B; e) Linfócitos  NK; f) FirstChoice®Total RNA Human Normal Liver (Ambion, 
Austin); g) Hepatite Granulomatosa; * Dados omissos. 
Tabela i   Dados Serológicos dos Pacientes com Hepatite Crónica C 
AMOSTRA 
VIRÉMIA 
[I.U./mL] 
 
 
 
COLESTEROL 
TOTAL 
[mmol/L ] 
ASPARTATO 
AMINOTRANSFERASE 
[I.U/L] 
ALANINA 
AMINOTRANSFERASE 
[I.U./L] 
LINFÓCITOS NO SANGUE PERIFÉRICO 
TOTAL 
[células/μL] 
CD3+CD4+ a 
[células/μL] 
CD3+CD8+ b 
[células/μL] 
CD3+ c 
[células/μL] 
CD19+ d 
[células/μL] 
CD3-CD16+ e 
[células/μL] 
1 1,4E+07 5,09 44 88 * * * * * * 
2 1,4E+07 3,96 81 161 1956 743 526 1497 225 219 
3 4,3E+06 4,60 105 106 1954 865 641 1628 106 220 
4 6,7E+06 4,11 41 69 3268 1613 673 2421 280 567 
5 2,8E+06 4,65 23 29 2249 1097 536 1669 486 194 
6 4,9E+04 4,03 32 45 2192 1093 616 1773 341 118 
7 1,8E+06 4,84 31 43 1507 693 491 1263 166 78 
8 8,7E+06 3,34 46 71 1715 999 311 1335 259 121 
9 3,1E+06 3,72 36 38 2290 1097 832 1889 254 147 
10 4,1E+05 4,63 34 44 2732 1574 538 2294 367 71 
11 2,2E+06 4,03 29 31 2243 1259 538 1797 263 183 
12 1,4E+05 6,36 27 66 2072 857 713 1686 185 201 
13 2,8E+05 4,76 25 55 2216 974 535 1654 316 246 
14 1,7E+06 5,61 36 44 1691 677 517 1234 241 216 
15 6,6E+06 4,73 23 48 * * * * * * 
16 1,0E+05 4,53 35 49 1335 554 252 806 384 145 
17 5,2E+04 3,80 64 62 1144 453 322 825 149 170 
18 8,6E+05 3,98 44 46 2508 1039 503 1639 646 223 
19 2,3E+06 3,36 54 130 3086 1175 971 2434 330 322 
20 2,9E+05 5,07 32 64 1347 535 350 936 186 225 
Normal f 0 * * * * * * * * * 
HG g 0 5,30 33 44 * * * * * * 
D 
 
 
 
Legenda a)Classificação segundo sistema de quantificação de ISHAK modificado(Ishak et al., 1995); b)classificação segundo artigo (Kleiner et al., 2005);c) Hepatite 
Granulomatosa; d) Sem avaliação quantitativa; * Dados omissos. 
 
Tabela ii  Dados Histológicos das Biopsias de Tecido Hepático dos Doentes com Hepatite Crónica C 
AMOSTRA 
NECRO-INFLAMAÇÃO DO FÍGADO a  
(PONTOS) 
ÍNDICE DE  
ACTIVIDADE 
 HISTOLÓGICAa 
(PONTOS) 
ESTÁDIO DE  
FIBROSE 
 HEPÁTICAa 
(PONTOS) 
HEPATÓCITOS  
COM ESTEATOSE 
(%) 
HEPATITE 
INTERFACE 
INFLAMAÇÃO  
PORTAL  
INFLAMAÇÃO 
ACINAR  
NECROSE 
1 2 1 2 0 5 1 0 
2 3 3 2 0 8 2 0 
3 3 2 1 0 6 2 0 
4 1 1 1 0 3 1 0 
5 4 3 2 0 9 1 0 
6 2 2 2 0 6 2 0 
7 3 2 2 0 7 1 0 
8 4 3 2 0 9 3 0 
9 1 1 1 0 3 1 0 
10 1 2 1 0 4 1 0 
11 1 1 1 0 3 0 0 
12 3 2 2 0 7 2 < 5 
13 1 2 2 0 5 1 0 
14 2 2 1 0 5 1 0 
15 1 1 1 0 3 0 < 5 
16 1 1 2 0 4 0 0 
17 1 2 1 0 4 1 < 5 
18 1 2 1 0 4 2 0 
19 1 1 1 0 3 2 0 
20 1 2 1 0 4 1 0 
HGc 0 
Infiltrado de células 
 Inflamatórias. d  
Granulomas  
Epitelióides. d 
0 * * 
Esteatose microvesicular 
 no parênquima acinar. 
  
 
